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RESUMO

Este estudo visa a busca de uma melhor compreensao da filogenia, biogeografia
e diversidade de Teiidae. O primeiro capitulo apresenta uma analise das relacdes
filogenéticas entre os géneros de Teiidae baseada em dados moleculares e morfoldgicos.
O resultado da analise combinada total corrobora o monofiletismo de Tupinambinae,
Teiinae e “cnemidophorinos”. E apresentada, também, uma proposta de cenario
evolutivo para o grupo baseada na datagdo molecular, andlise de areas ancestrais,
registro fossil, distribui¢do geografica atual dos géneros e nas mudangas ambientais e
geoldgicas ocorridas no Tercidrio. De acordo com este cendrio, (1) todos os géneros
atuais de Teiidae, com excecdo de Aspidoscelis, se originaram por isolamento na
América do Sul, (2) a maioria dos géneros de Teiidae se originou durante o Eoceno e
(3) os Cnemidophorus se originaram na América do Sul e, posteriormente, algumas
populagdes dispersaram para a América Central no Mioceno. O segundo capitulo
apresenta uma reconstrucao das relagdes filogenéticas de Kentropyx baseada em dados
de DNA mitocondrial e morfologia e uma avaliagdo dos cendrios biogeograficos
suportada pela analise das areas ancestrais e pela datacdo molecular por métodos
bayesianos. Nossos resultados indicam a existéncia de trés grupos monofiléticos em
Kentropyx, sendo K. striata a primeira a divergir em oposi¢ao a propostas anteriores.
Além disso, a analise do tempo de divergéncia indica que Kentropyx deve ter se
originado no Eoceno/Oligoceno e, portanto, a “Hipdtese dos Reflgios Pleistocénicos”
teve pouca influéncia na diversificacdo das espécies do grupo. Baseado na analise das
areas ancestrais e na datacdo molecular, ¢ sugerido um ancestral savanico para o grupo e
que eventos historicos do Terciario promoveram a diferenciagdo do género. O terceiro
capitulo trata da descricdo de uma nova espécie de Cnemidophorus do complexo

ocellifer encontrada no Jalapdo, na regido nordeste do Cerrado. Finalmente, o quarto
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capitulo trata das relagdes filogenéticas de Cnemidophorus baseadas na combinagio de
dados moleculares e morfologicos, incluindo os demais “cnemidophorinos” como grupo
interno. O tempo de divergéncia entre as espécies € estimado por métodos bayesianos.
Os resultados desse capitulo indicam que (1) as espécies de “cnemidophorinos” formam
oito grupos monofiléticos, (2) Aspidoscelis e Kentropyx sdo monofiléticos, (3)
Cnemidophorus e Ameiva sdo parafiléticos, (4) a origem dos grupos ocorreu
principalmente durante o Oligoceno e a diversificagdo dentro dos grupos ocorreu
principalmente durante o Mioceno, (5) C. parecis é mais aparentado com Ameiva do
continente do que com as demais espécies de Cnemidophorus e (6) a diversificagdo do
complexo lemniscatus ocorreu no Mioceno, ndo tendo sido, portanto, fortemente

influenciada pelas flutuagdes climaticas do Quaternario como proposto anteriormente.
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ABSTRACT

This study aims to improve the knowledge of phylogeny, biogeography and
diversity of Teiidae. The first chapter provides an analysis of phylogenetic relationships
among teiid genera based on molecular and morphological data. The total combined
analysis corroborated the monophyly of Tupinambinae, Teiinae, and
““‘cnemidophorines’’. We present an evolutionary scenario for Teiidae, based on
molecular dating of evolutionary events using Bayesian methods, ancestral areas
analysis, the fossil record, the geographic distribution of genera, and environmental and
geologic changes during the Tertiary. According to this scenario, (1) all current teiid
genera, except Aspidoscelis, originated in isolation in South America, (2) most teiid
genera originated during the Eocene, a period characterized by savanna expansion in
South America, and (3) Cremidophorus originated in South America, after which some
populations dispersed to Central America during the Late Miocene. The second chapter
presents a reconstruction of phylogenetic relationships among species of Kentropyx,
based on morphology and mitochondrial DNA data, and evaluated biogeographic
scenarios based on ancestral areas analyses and molecular dating by Bayesian methods.
Our results showed that Kentropyx comprises three monophyletic groups, with K.
striata occupying a basal position in opposition to previous suggestions of relationships.
Additionally, Bayesian analysis of divergence time sugested that Kentropyx may have
originated during the Tertiary (Eocene/Oligocene) and the “Pleistocene Refuge
Hypothesis” may not explain the species diversification. Based on ancestral
reconstruction and molecular dating, we argued that a savanna ancestor is more likely
and that historical events during the Tertiary of South America promoted the
differentiation of the genus. The third chapter deals with the description of a new

species of Cnemidophorus found in Jalapdo in the northeast Cerrado biome. Finally, the
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fourth chapter deals with an analysis of the phylogenetic relationships of
Cnemidophorus based on a combination of mitochondrial and nuclear DNA sequences
and morphological data, including others “cnemidophorines” as internal group. The
divergence time among species was estimated by Bayesian methods. The results of this
chapter indicate that (1) “cnemidophorines” includes eight monophyletic groups, (2)
Aspidoscelis and Kentropyx are monophyletic, (3) Cnemidophorus and Ameiva are
paraphyletic, (4) the origin of the group occurred mainly during Oligocene and
diversification within the group occurred mainly during the Miocene, (5) C. parecis is
more closely related to Ameiva from the continent than to other species of
Cnemidophorus and (6) diversification of the lemniscatus complex occurred during the
Miocene and, therefore, was not strongly influenced by Quaternary climatic fluctuations

as previously proposed.



INTRODUCAO GERAL

A anadlise filogenética tem grande importancia para a melhor compreensao de
questdes de muitas areas da biologia. A contribui¢do da filogenia tem especial
relevancia para dreas como ecologia, biogeografia e, principalmente, para a
conservagao, inclusive com o desenvolvimento de frameworks quantitativos utilizando
informacdes filogenéticas para avaliar prioridades para a conservacdo da biodiversidade
(Wanntorp et al. 1990, Riddle e Hafner 1999, Soltis et al. 1999, Barker 2002). De
maneira geral, quatro areas da sistematica podem contribuir para a conservagao: o
conceito e a defini¢do das espécies, a identificacdo de linhagens valiosas para a
conservagao, o estabelecimento de prioridades de conservagao e a avaliagdo dos efeitos
da hibridizacdo na conservacgao de espécies raras (Soltis et al. 1999).

Este estudo visa uma melhor compreensao da filogenia, biogeografia e
diversidade de Teiidae. Atualmente 52 espécies dessa familia se encontram na lista
vermelha da IUCN (IUCN, 2009), sendo 46 espécies de Aspidoscelis, quatro de Ameiva,
além de Cnemidophorus vanzoi e Callopistes maculatus. A Lista Nacional das Espécies
da Fauna Brasileira Ameacadas de Extingdo (Machado et al. 2008) inclui quatro
espécies de Cnemidophorus (C. littoralis, C. abaetensis, C. vacariensis ¢ C. nativo).
Além disso, a crescente descoberta da diversidade deste grupo indica que ainda ha
muitas espécies a serem descritas. Na Fig. 1 pode-se observar o acumulativo do numero
de espécies descritas Cnemidophorus e Aspidoscelis (sensu Reeder (2002)) desde 1758,
ano da descri¢do da primeira espécie do grupo. E interessante observar que, no caso das
espécies de Cnemidophorus (encontrado estritamente na América do Sul e Antilhas),
mais da metade foi descrita a partir da década de 90.

No primeiro capitulo sdo analisadas as relagdes filogenéticas entre os dez

géneros da familia Teiidae, baseadas em dados moleculares (mtDNA 12S e 16S) e



morfolédgicos. O tempo de divergéncia entre os clados foi estimado utilizando métodos
bayesianos de datacdo molecular e as areas ancestrais foram inferidas por analise de
dispersdo-vicariancia. A partir do resultado dessas andlises a hipotese de cenario
evolutivo de Presch (1974) foi reavaliada e uma nova proposta foi formulada.

O segundo capitulo trata da andlise filogenética entre as espécies de Kentropyx,
também, baseada em dados moleculares e morfoldgicos. A estimativa do tempo de
divergéncia entre os clados foi feita por métodos bayesianos de relégio molecular
relaxado e as dreas ancestrais foram inferidas por uma anélise de dispersdo-vicariancia.
A partir do resultado destas analises, a hipdtese de cenario evolutivo de Gallagher e
Dixon (1980, 1992) foi reavaliada e uma nova proposta foi formulada. Os resultados
deste capitulo foram publicados junto com dados ecoldgicos de reprodugdo obtidos por
F. P. Werneck, primeira autora do artigo. Entretanto, s6 foram apresentaos os resultados
referentes a filogenia e biogeografia do género, trabalho de minha primeira autoria.

O terceiro capitulo trata da descri¢do de uma nova espécie de Cnemidophorus do
complexo ocellifer encontrada na regido do Jalapao no nordeste do bioma Cerrado. Esta
descrigdo foi baseada no exame dos caracteres de folidose e coloragao de 51 individuos
e na comparagdo com as demais espécies de Cnemidophorus do mesmo complexo. Este
capitulo apresenta, também, dados ecoldgicos e da morfometria da nova espécie.

Por fim, o quarto capitulo trata da analise das relacdes filogenéticas de
Cnemidophorus baseada na combinagdo de dados de mtDNA (12S e 16S), DNA nuclear
(c-mos) e morfoldgicos, incluindo os demais “cnemidophorinos” como grupo interno
devido a trabalhos anteriores indicarem o parafiletismo do género (Reeder et al. 2002,
Giugliano et al. 2006). O tempo de divergéncia entre as espécies foi estimado por
métodos bayesianos e com base nos resultados dessas analises e na distribui¢do atual

das espécies do grupo foi proposto um cenario evolutivo para Cnemidophorus.



OBJETIVOS

1.

10.

Analisar as relagdes filogenéticas entre os géneros de Teiidae baseado na
combinagdo de dados de mtDNA (12S e 16S) e morfologicos;

Realizar uma datagdo molecular e andlise de dispersdo-vicariancia de Teiidae;
Testar a hipotese do cendrio evolutivo de (Presch 1974) para os géneros de
Teiidae, baseado na filogenia, datagdo molecular e andlise biogeografica
realizadas nesta Tese;

Propor um cenario evolutivo para Teiidae com base na hipdtese filogenética
obtida, na datagcdo molecular, na analise de dispersdo-vicariancia, no registro
fossil e na distribuicdo atual dos géneros;

Analisar as relagdes filogenéticas entre as espécies de Kentropyx baseado na
combinacdo de dados de mtDNA (12S e 16S) e morfoldgicos;

Realizar uma datagdo molecular e andlise de dispersdo-vicariancia de Kentropyx;
Testar a hipdtese do cendrio evolutivo de Gallagher (1980, 1992) para a
evolucdo de Kentropyx baseado na filogenia, datagdo molecular e analise
biogeografica realizadas nesta Tese;

Propor um cenario evolutivo para Kentropyx, com base na hipdtese filogenética
obtida, na datagcdo molecular, na analise de dispersdo-vicariancia e na
distribuicdo atual das espécies;

Descrever uma nova espécie de Cnemidophorus encontrada na regido do
Jalapdo, no nordeste do Cerrado;

Analisar as relagdes filogenéticas entre as espécies de Cnemidophorus baseado
na combina¢do de dados de mtDNA (12S e 16S) e morfoldgicos, incluindo os
demais “cnemidophorinos” como grupo interno, devido a trabalhos anteriores

indicarem o parafiletismo do género (Reeder et al. 2002, Giugliano et al. 2006);



11.

12.

13.

14.

Realizar uma datag@o molecular das divergéncias entre as espécies de
Cnemidophorus;

Testar o monofiletismo de Cnemidophorus e dos complexos (grupos fenéticos)
propostos para este género;

Testar a hipotese do cendrio evolutivo de Cole e Dessauer (1993) para a
evolucdo das espécies de Cnemidophorus do complexo lemniscatus, baseado na
filogenia e datacdo molecular realizadas nesta Tese;

Propor um cenario evolutivo para Cnemidophorus, com base na hipotese

filogenética obtida, na datagdo molecular e na distribui¢do atual das espécies.



CAPITULO I - DATACAO MOLECULAR E ANALISE DAS RELACOES
FILOGENETICAS ENTRE OS GENEROS DE TEIIDAE (SQUAMATA)

INFERIDAS A PARTIR DE DADOS MOLECULARES E MORFOLOGICOS

Giugliano, L. G., Collevatti, R. G, Colli, G. R. (2007) Molecular dating e phylogenetic
relationships among Teiidae (Squamata) inferred by molecular and

morphological data. Molecular Phylogenetics e Evolution 45: 168—179.

(Anexo 1)






INTRODUCAO

A familia Teiidae (sensu Presch 1974) é composta por dez géneros: Ameiva,
Aspidoscelis, Cnemidophorus, Callopistes, Crocodilurus, Dicrodon, Dracaena,
Kentropyx, Teius e Tupinambis. Os representantes atuais do grupo sdo restritos ao Novo
Mundo e se distribuem desde o nordeste dos Estados Unidos até a Argentina (Krause
1985, Pough et al. 1998). Callopistes, Crocodilurus, Dicrodon, Dracaena, Kentropyx,
Teius e Tupinambis sao restritos a América do Sul (Krause 1985). Cnemidophorus e
Ameiva também sdo encontrados nas Antilhas, sendo que a distribuicdo de Ameiva
abrange também a América Central até o sul dos EUA. Aspidoscelis é encontrado desde
os EUA até o noroeste da Costa Rica (Reeder et al. 2002). Aspidoscelis ressurgiu
recentemente baseado no trabalho de Reeder et al. (2002) uma vez que caracteres de
seqiiéncias de mtDNA, aloenzimas ¢ morfologia indicaram que Cnemidophorus ¢
parafilético (Reeder et al. 2002), sendo as espécies sul americanas sdo filogeneticamente
mais proximas a Kentropyx e Ameiva que o tdxon norte americano (Reeder et al. 2002,
Giugliano et al. 20006).

Boulenger (1885) dividiu Teiidae (/ato sensu) em quatro grupos, baseado na
morfologia externa. O Grupo I se caracteriza pela auséncia de escamas frontonasais
separando as placas nasais anteriores, membros bem desenvolvidos e tamanho corporal
de médio a grande. Este grupo ficou conhecido como "macroteideos" e atualmente sao
os Unicos elementos de Teiidae (sensu Presch (1974)). Os Grupos II, [T e IV de
Boulenger formam hoje a familia Gymnophthalmidae (Presch, 1983). Esta modificagdo
se baseou em dados de osteologia (Presch 1974) e esta de acordo com os dados de
morfologia externa (Vanzolini e Valencia 1965), cariétipo (Gorman 1970), musculatura
(Rieppel 1980) e morfologia do cérebro (Northcutt 1978). Apesar de amplamente aceita,

essa divisdo de Teiidae continua em debate (Harris 1985, Myers € Donnelly 2001).



Diversos esfor¢os foram feitos para esclarecer as relagdes filogenéticas dentro de
Teiidae. Dados osteoldgicos (Presch 1974, 1983, Veronese e Krause 1997), de
morfologia externa (Vanzolini e Valencia 1965) e do caridtipo (Gorman 1970)
indicaram dois grupos monofiléticos: Teiinae, composto por Cnemidophorus, Ameiva,
Aspidoscelis, Kentropyx, Teius € Dicrodon e Tupinambinae, composto por Tupinambis,
Callopistes, Dracaena e Crocodilurus (Presch 1983). Entretanto, uma anélise
filogenética baseada na musculatura do cranio nao corrobora o monofiletismo dos dois
grupos e indica que Teiidae s6 € monofilética caso Pantodactylus (Gymnophthalmidae)
seja incluido (Moro e Abdala 2000). A andlise combinada de caracteres osteoldgicos, de
morfologia externa, do hemipénis, da lingua e da ultraestrutura do espermatozoide
corrobora a existéncia de dois grupos, com a transferéncia de Callopistes para Teiinae
(Teixeira 2003).

As relagdes filogenéticas dentro de Teiinae e Tupinambinae encontradas na
literatura s@o ainda mais discordantes. Analises baseadas nos cromossomos (Gorman
1970) e na morfologia externa (Vanzolini e Valencia 1965) indicaram Tupinambis e
Dracaena como grupos irmaos. Entretanto, uma analise de dados osteologicos (Presch
1974) indicou Tupinambis ¢ Crocodilurus como géneros irmaos. A analise combinada
dos dados tradicionais com a ultraestrutura do espermatozdide resultou em um
cladograma divergente dos anteriores, indicando que Crocodilurus e Dracaena sdo mais
aparentados (Teixeira 2003). Dentro de Teiinae, a maioria dos trabalhos indica um
grupo monofilético composto por Ameiva, Cnemidophorus, Aspidoscelis e Kentropyx,
(conhecidos como "cnemidophorinos"). A posi¢do filogenética de Teius e Dicrodon é
incerta (Vanzolini ¢ Valencia 1965, Gorman 1970, Presch 1974, Teixeira 2003).

Em torno de 16 géneros fosseis de Teiidae do Cretaceo sdo conhecidos na

América do Norte (Estes 1964, Denton Jr e O'Neill 1995, Nydam 2002, Winkler et al.



1990, Nydam e Cifelli 2005). Estes (1983) incluiu trés desses géneros nas subfamilias
atuais, Leptochamops ¢ Meniscognathus em Teiinae e Chamops em Tupinambinae,
indicando uma divergéncia antiga entre os grupos. Entretanto, a analise filogenética
incluindo diversos grupos fosseis concluiu que esses trés géneros formam um grupo
irmao das subfamilias viventes e, portanto, devem ser incluidas em uma outra
subfamilia, Chamopsiinae (Denton Jr e O'Neill 1995). Portanto, o féssil conhecido mais
antigo pertencente as subfamilias atuais foi encontrado na América do Sul e data do
Paleoceno (Estes e Baez 1985, Denton Jr e O'Neill 1995). Fosseis do Cretaceo de um
outro grupo, Polyglyphanodontinae, foram descritos no deserto da Mongolia (Sulimski
1972, 1978, Gao e Norell 2000) e Roménia (Folie e Codrea 2005), indicando uma
ampla distribui¢cdo do grupo nesse periodo. Assim, os Teiidae provavelmente
colonizaram a América do Sul préximo da transicdo K-T (Presch 1974). Os fosseis mais
antigos representando géneros atuais datam do Mioceno, incluindo os géneros sul-
americanos Tupinambis e Dracaena (Estes 1961, Estes e Baez 1985, Krause 1985), e o
reaparecimento dos teideos na América do Norte depois de um grande hiato desde o
Cretaceo (Estes 1964, Estes e Baez 1985). Savage (1966, 1982) sugeriu que a separagdo
entre a América do Norte e Sul no final do Cretaceo e inicio do Paleoceno dividiu a
distribuicdo do ancestral comum de Ameiva e Cnemidophorus, levando a diferenciagdo
dos Cnemidophorus no norte e dos Ameiva no sul. O fechamento do Istmo do Panama
durante o Plioceno permitiu a migracdo dos Cnemidophorus para o sul e dos Ameiva
para o norte (Savage 1966, 1982). A andlise filogenética a partir de dados osteoldgicos
indicou que Cnemidophorus e Ameiva sdo grupos irmaos, corroborando a proposta de
Savage (Presch 1974). Em resumo, os estudos anteriores indicam que os géneros atuais
de Teiidae se originaram entre o Paleoceno e o0 Mioceno quando a América do Sul

estava isolada da América Central e do Norte (Presch 1974).



O presente estudo consiste na andlise filogenética de Teiidae baseado em
seqiliéncias de DNA mitocondrial 12S e 16S e uma data¢do molecular por métodos
bayesianos (Kishino et al. 2001, Thorne e Kishino 2002). Também foi realizada uma
analise filogenética combinada com a adi¢do de caracteres morfoldgicos e
ultraestruturais obtidos em Teixeira (2003). Por fim, n6s prepusemos um novo cenario

biogeografico para a evolucdo de Teiidae baseado na andlise das 4reas ancestrais.

MATERIAL E METODOS

Amostras e seqiienciamento do DNA

Neste trabalho foram incluidas onze espécies representando os dez géneros da familia
Teiidae e Cercosaura ocellata (Gymnophthalmidae) que foi utilizada como grupo
externo. A anélise foi baseada nas seqiiéncias das regides 12S e 16S do DNA
mitocondrial previamente publicadas no GenBank (NCBI, 2009) e obtidas por
seqiienciamento automatico (Tabela 1)

O DNA gendmico foi extraido a partir de amostras de figado preservadas em
etanol absoluto utilizando-se o kit DneasyTM Tissue (QIAGEN). Fragmentos das
regides 12S (£ 350pb) e 16S (£ 500pb) do DNA mitocondrial foram amplificados por
PCR utilizando os iniciadores 12Sa, 12Sb, 16SaR e 16Sd e as condi¢des de reacdo
descritas por Reeder (1995).

As reacdes de seqiienciamento foram realizadas utilizando o DYEnamicTM ET
terminator cycle sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden). As
seqiiéncias dos produtos da reacdo de PCR foram analisadas em um seqiienciador
automatizado de DNA ABI Prism 377 (Applied Biosystems, CA), em condi¢des
padronizadas pelo fabricante. Todos os fragmentos amplificados foram seqiienciados

nos dois sentidos (senso e anti-senso). Os cromatogramas das seqiiéncias senso e anti-
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senso foram analisados e editados para a obtengdo da fita consenso no programa
BioEdit 5.09 (Hall, 1999). Quando possivel, dois individuos da mesma localidade foram
seqlienciados para o controle de contaminag¢ao do seqiienciamento.

Alinhamento e andlise filogenética

Foi realizado o alinhamento multiplo das seqiiéncias pelo programa MALIGN 2.7
(Wheeler e Gladstein, 1994) baseado no critério de otimizacdo (parcimonia) da arvore
filogenética de menor custo. O custo utilizado para os indels internos (2) foi o dobro do
utilizado para a inserc¢do dos indels das extremidades (1). O mesmo peso ou custo foi
utilizado para transi¢des e transversdes. Para a andlise de maxima parcimonia (MP)
todos os caracteres receberam o mesmo peso. A andlise foi feita independentemente
para cada gene e de forma combinada por MP usando o PAUP* v.4.0b10 (Swofford
1999) e por métodos bayesianos usando o MrBayes v.3.0b4 (Huelsenbeck e Ronquist
2001). Para analise de MP, foi utilizado o algoritmo de busca branch-and-bound e os
indels foram codificados como uma quinta base (Giribet e Wheeler 1999). O suporte de
cada clado resultante das analises por MP foi acessado por bootstrap, com 1000
replicagdes (Felsenstein 1985), e pelo indice de Bremer (Bremer 1994), usando os
programas MacClade 4.0 (Maddison e Maddison 1999) e PAUP. Clados com valores de
bootstrap maiores de 70% e com indice de decaimento Bremer a partir de quatro foram
considerados bem suportados (Felsenstein 1985, Hillis e Bull 1993). Para a anélise
bayesiana foi utilizado o modelo de evolugdo mais apropriado para cada regido inferido
pelo programa ModelTest por hIRTs (Hierarchical Likelihod Ratio Tests) (Posada e
Crandall 1998). Na analise conjunta, cada regido foi analisada seguindo o seu melhor
modelo evolutivo. Como em nenhum dos modelos disponiveis no Modeltest 3.7
consideram os indels como um estado de caractere, esses foram excluidos da analise do

modelo evolutivo da seqiiéncia e da andlise filogenética bayseana. A andlise bayesiana
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se iniciou gerando arvores aleatorias e procedeu por 2,0 x 10° geracdes. As arvores
foram amostradas a cada 100 geragdes, produzindo um total de 20000 arvores. A
variacdo do logaritmo da verossimilhanga ao longo das geragdes foi analisada
graficamente para a detec¢do da fase estaciondria. Todas as arvores geradas antes da
fase estaciondria foram descartadas da andlise por serem consideradas amostras que ndo
contém informagdes uteis a respeito dos parametros. Para cada andlise, duas corridas
independentes foram conduzidas. A freqiiéncia de cada clado na arvore de consenso da
maioria da fase estaciondria das duas corridas independentes representa a probabilidade
a posteriori de cada n6é (Huelsenbeck e Ronquist 2001).

Analise combinada DNA e morfologia

A andlise filogenética de evidéncia total foi realizada pela combinagdo dos dados
moleculares com 163 caracteres morfologicos (Teixeira 2003), que incluem a
ultraestrutura do espermatozdide, a osteologia, a morfologia externa e os caracteres da
lingua e do hemipénis. Os caracteres qualitativos (133) ndo foram ordenados para a
analise. Os caracteres quantitativos (30) foram codificados pelo método gap coding
(Archie, 1985), utilizando meio desvio padrdo como ponto de corte e foram
considerados ordenados para a analise. A analise filogenética desse conjunto de dados
foi realizada da mesma forma descrita nos itens anteriores sendo que para os caracteres
qualitativos foi utilizado o standard model, que considera probabilidades iguais para
qualquer mudancga de estado de caractere. Ja para os caracteres quantitativos foi
escolhido o ordered model.

Datacdo molecular

O tempo de divergéncia foi estimado no programa MULTIDISTRIBUTE (Thorne et al.
1998, Kishino et al. 2001, Thorne e Kishino 2002) com base na abordagem bayesiana

do relégio molecular relaxado. Este programa permite a incorporacdo de multiplos
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pontos de calibracdo temporal e leva em consideragdo tanto as incertezas moleculares
quanto as paleontologicas para estimar a variancia do tempo de divergéncia. Para essa
analise foi utilizada a topologia consenso obtida por analise bayesiana com os dois
conjuntos de dados moleculares. O registro fossil foi utilizado para a calibragdo do
tempo minimo de divergéncia em trés pontos da hipdtese filogenética: (1) a origem da
linhagem dos Teiidae vivente ha 65 milhdes de anos (Ma) (Estes e Baez 1985), (2) o
fossil mais antigo de Tupinambis do Mioceno (24 Ma) para calibrar a divergéncia de
Tupinambis dos demais Tupinambinae (Estes 1961, Estes e Baez 1985) e (3) o fossil
mais antigo de Cnemidophorus do Mioceno tardio (Estes e Tihen 1964) (5Ma), para
calibrar a origem dos "cnemidophorinos" (Ameiva + Cnemidophorus + Kentropyx). O
fossil mais antigo de Cnemidophorus foi utilizado para calibrar o grupo
"cnemidophorinos" porque ndo existem caracteristicas osteologicas derivadas que
possibilitem a distin¢do de fosseis dos géneros deste grupo (Vanzolini e Heyer 1985).
Inclusive Estes (1964) reconhece que ndo é morfologicamente possivel afirmar se o
fossil encontrado € Ameiva ou Cnemidophorus. Optou-se em classificar como
Cnemidophorus devido a auséncia atual de Ameiva em Nebraska (USA), regido onde o
fossil foi encontrado.

Analise de dispersdo-vicariancia

As areas ancestrais foram inferidas baseadas em méaxima parcimoénia utilizando o
programa DIVA 1.1 (Ronquist 1997). Este método busca 4reas ancestrais timas que
minimizem eventos de dispersao e extingao (Ronquist 1997). Quatro extensas areas
separadas por grandes barreiras geograficas (Andes e o Mar do Caribe) do Tercidrio,
que tiveram papel fundamental na diversificagdo da herpetofauna sul-americana

(Vanzolini e Heyer 1985, Colli 2005), foram delimitadas para esta andlise: (1) América
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do Sul trans-Andina, (2) América do Sul cis-Andina, (3) Antilhas, e (4) América

Central e do Norte.

RESULTADOS

Filogenia molecular

Foram obtidos trés alinhamentos mais parcimoniosos para a regido 12S, com poucas
incongruéncias entre si. Para a regido 16S apenas um alinhamento mais parcimonioso
foi encontrado (nimero de acesso no TreeBase 15446). A anélise filogenética foi
realizada para os trés alinhamentos da regido 12S e para as trés possiveis combinagdes
com a regido 16S e as arvores obtidas foram as mesmas, apenas com pequenas
diferencas no grau de suporte dos clados, tanto no caso da analise de bootstrap, quanto
do indice de Bremer (resultado ndo apresentado). Assim, apenas um dos alinhamentos
da regido 128 foi escolhido aleatoriamente para todas as analises.

Tanto para a regido 12S quanto para a 16S o melhor modelo selecionado a partir
do teste da razdo de verossimilhangas (/ikelihood ratio test) implementado no programa
ModelTest foi o0 TrN+I+G (modelo de Tamura— Nei (Tamura e Nei 1993), 1, sitios
invariaveis; G, distribui¢do gama). Os valores inferidos dos pardmetros do modelo estdo
na Tabela 2.

O alinhamento multiplo da regido 12S resultou em 349 caracteres sendo 125
informativos. A busca por branch-and-bound resultou em um tnico cladograma mais
parcimonioso (Fig. 2A), com 408 passos (CI=0,600, RI=0,702). Foram encontrados trés
grupos monofiléticos bem suportados: (1) Callopistes como grupo basal; (2) um clado
incluindo Crocodilurus, Tupinambis e Dracaena; e (3) um clado incluindo Dicrodon,
Teius, Kentropyx, Ameiva, Aspidoscelis e Cnemidophorus (Teiinae). A arvore de

consenso da regra da maioria obtida da analise bayesiana sob o modelo TrN+I+G foi

14



consistente com a arvore MP, resultando nos mesmos 3 grupos, porém com menor
resolucdo (Fig. 2B).

O alinhamento da regido 16S resultou em 458 caracteres sendo 136
informativos. Esses dados resultaram em apenas um cladograma mais parcimonioso,
com 434 passos (CI = 0.590, RI =0.732, Fig. 3A). A topologia resultante da analise da
regido 16S ndo foi congruente com o encontrado para a regido 125 (Fig. 2). Nesse caso,
dois grupos monofiléticos foram encontrados, representando Teiinae e Tupinambinae. A
principal diferenga consiste no posicionamento do género Callopistes. Na analise
baseada na regido 125, Callopistes se apresenta como grupo basal ¢ na analise baseada
na regido 16S Callopistes esta incluido em um grupo monofilético bem suportado com
Crocodilurus, Tupinambis ¢ Dracaena, corroborando o monofiletismo de
Tupinambinae. A analise bayesiana resultou em uma topologia similar (Fig. 4B), sendo
que a unica diferenca sdo as relagdes entre Ameiva, Cnemidophorus, Aspidoscelis e
Kentropyx, que ndo apresentaram bom grau de suporte nos dois métodos.

A andlise por maxima parcimonia das duas regides combinadas (12S+16S)
resultou em apenas uma arvore mais parcimoniosa (Fig. 4A) com 859 passos (CI=0,583,
RI=0,704). Este resultado corrobora o monofiletismo de Tupinambinae, como obtido na
analise baseada nas seqiiéncias de 16S. A topologia desta arvore é coincidente com a
encontrada por analise Bayesiana, mostrando os mesmos ramos bem suportados (Fig.
4B). A tinica diferenga diz respeito a relagdo entre Tupinambis, Crocodilurus e
Dracaena, que possuem baixo suporte em ambas as andlises. Como a analise bayesiana
ndo considera os indels como um estado de caractere, uma nova analise MP foi feita
excluindo os indels e o resultado foi semelhante a analise MP com os indels (resultado

ndo apresentado).
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Evidéncia total: DNA e morfologia

Os dados combinados incluem 807 caracteres moleculares e 163 morfologicos sendo
332 informativos. A analise MP resultou em uma unica arvore mais parcimoniosa com
1162 passos (CI = 0,633, RI = 0,475, Fig. 5A). Ambas as analises, MP e Bayesiana,
apresentaram dois principais grupos monofiléticos correspondendo aos grupos Teiinae
(alto suporte) e Tupinambinae (baixo suporte). A unica incongruéncia entre essas duas
arvores consiste nas relagdes dentro do grupo que inclui Crocodilurus, Tupinambis e
Dracaena, entretanto o monofiletismo do grupo tem alto suporte (Fig. 5).

Datacdo molecular

A andlise de datagdo molecular (Fig. 6) indicou: (1) uma divergéncia antiga da linhagem
que originou Callopistes durante o Paleoceno; (2) a origem da maioria dos géneros
atuais de Teiidae, incluindo Dicrodon, Kentropyx, Ameiva, Tupinambis, Crocodilurus
Dracaena, no Eoceno/Oligoceno (3) uma divergéncia antiga entre as duas espécies de
Callopistes durante Oligoceno; (4) a divergéncia do clado Cnemidophorus +
Aspidoscelis no final do Oligoceno (5) a divergéncia entre Cnemidophorus e
Aspidoscelis no Mioceno.

Andlise de dispersdo-vicariancia

Duas reconstrugdes igualmente mais parcimoniosas, com seis eventos de dispersio no
grupo interno, foram encontradas pelo programa Diva (Fig. 7). A tnica diferenca entre
os dois cenarios ¢ a area ancestral comum de Crnemidophorus e Aspidoscelis. No
primeiro cenario (Fig. 7A), a area ancestral do grupo inclui as Américas do Norte e
Central e a América do Sul cis-Andina. No segundo cenario a area ancestral deste grupo
também inclui as Antilhas (Fig. 7B). Em ambas as construgdes, a América do Sul cis-

Andina ¢ a drea ancestral de Aspidoscelis + Cnemidophorus + Kentropyx e dos
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“cnemidophorinos” (Fig. 7). Ambas as reconstru¢des também indicam que Callopistes e

Dicrodon (géneros trans-Andinos) se originaram por vicariancia.

DISCUSSAO

Relagdo filogenética entre os géneros de Teiidae

O monofiletismo da subfamilia Teiinae foi bem suportado nas andlises filogenéticas de
evidéncia total a partir dos dados morfoldgicos e moleculares, tanto por analise
bayesiana quanto por MP (Fig. 5). Entretanto, o monofiletismo da subfamilia
Tupinambinae ndo apresentou alto grau de suporte e foi incongruente com os resultados
encontrados com a regido 128 isoladamente (Fig. 2). Este baixo suporte pode ter sido
causado pelas diferengas no posicionamento do género Callopistes nas analises
baseadas em 12S e 16S e morfologia, isoladamente (Teixeira 2003) (Fig. 2 e 3).
Dracaena, Tupinambis ¢ Crocodilurus formaram um grupo monofilético bem suportado
em todas as analises.

Tanto o cladograma inferido pelo conjunto dos dados moleculares (Fig. 4),
quanto o inferido pela combinagao morfolégico-molecular (Fig. 6) corroboraram o
monofiletismo de Tupinambinae e Teiinae, sendo que Teiinae apresentou alto grau de
suporte em todas as analises. Esse resultado estd de acordo com a maioria dos trabalhos
anteriores (Vanzolini e Valencia 1965, Gorman 1970, Presch 1974, Rieppel 1980,
Presch 1983, Veronese e Krause 1997). O cladograma obtido por Teixeira (2003), a
partir da analise combinada de seus dados, divergiu apenas no posicionamento do
género Callopistes do cladograma de evidéncia total obtido por analise bayesiana neste
trabalho (Fig. 5B). De acordo com Teixeira (2003) o género Callopistes esta mais

relacionado a Teiinae, devendo ser realocado. Entretanto, o posicionamento de
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Callopistes no trabalho de Teixeira (2003) apresentou baixo grau de suporte (bootstrap
61%). Nossos resultados ndo corroboram essa mudancga.

Dentro de Tupinambinae, ambos os conjuntos de dados, 12S + 16S e a
combinag¢do molecular morfolégicos por MP, (Figs. 3A e 4A) corroboraram a
configuracdo (Callopistes (Dracaena (Tupinambis, Crocodilurus))). Entretanto, a
analise bayesiana combinada 12S + 16S resultou em uma politomia e a andlise
bayesiana de evidéncia indicou maior relagdo entre Crocodilurus € Dracaena (Fig. 5B).
De qualquer forma, nossas andlises fortemente suportam Callopistes como grupo irmao
dos demais Tupinambinae, permanecendo apenas a relacdo entre Dracaena, Tupinambis
e Crocodilurus mal resolvida. A configuracdo (Tupinambis (Crocodilurus, Dracaena)),
indicada pelos dados morfologicos, € possivelmente devido a convergéncia adaptativa
uma vez que dois dos caracteres que suportam a maior relagdo entre Crocodilurus e
Dracaena estdo associados a vida semi-aquatica dos dois grupos (Mesquita et al. 2006):
presenca da cauda achatada lateralmente e cristas dorsais na cauda (Teixeira 2003).
Assim, a adi¢do de mais dados, tanto moleculares quanto morfoldgicos, ¢ necessaria
para a solugdo das relagdes entre Crocodilurus, Dracaena, € Tupinambis.

Dentro de Teiinae, tanto a combinagdo dos dados moleculares (Fig. 4) quanto a
analise baseada em evidéncia total (Fig. 5) resultaram na configuracgio (7eius (Dicrodon
(Ameiva (Kentropyx (Aspidoscelis, Cnemidophorus))))). Esse resultado corrobora a
grande proximidade entre Ameiva, Kentropyx e Cnemidophorus (incluindo
Aspidoscelis) encontrada em trabalhos anteriores (Vanzolini e Valencia 1965, Gorman
1970, Presch 1974, 1983, Teixeira 2003). E importante ressaltar que Cnemidophorus e
Ameiva sdo provavelmente parafiléticos (Reeder et al. 2002, Giugliano et al. 2006) e,
portanto, as diferencas nas relagdes filogenéticas encontradas entre os trabalhos podem

ter sido influenciadas pelas espécies escolhidas.
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Evolucao de Teiidae

Com base na datacdo molecular realizada neste trabalho (Fig. 6), na analise de
dispersdo-vicariancia (Fig. 7), no registro fossil (Estes e Baez 1985, Krause 1985, Gao e
Fox 1996), na distribuicdo atual dos géneros (Krause 1985) e no conhecimento sobre o
ambiente e mudancas geologicas durante o Tercidrio (Iturralde-Vinent e MacPhee 1999,
Colli 2005, Ortiz-Jaureguizar e Cladera 2006), foi possivel propor o seguinte cenario
evolutivo de Teiidae.

Os mais antigos fosseis de Teiidae datam do inicio do Cretaceo e foram
encontrados na América Norte (Winkler et al. 1990, Nydam 2002). Entretanto, os
fosseis mais antigos representando a linhagem vivente datam do Paleoceno e sdo da
América do Sul (Estes e Baez 1985, Denton Jr e O'Neill 1995, Albino 1996). Isso indica
que o grupo deve ter dispersado para o sul no final do Cretaceo (Presch 1974, Denton Jr
e O'Neill 1995, Nydam 2002), provavelmente pelo Arco Vulcanico do Cretaceo, que
conectou brevemente as Américas do Sul e Norte durante o Campaniano tardio e o
inicio do Maastrichtiano (Iturralde-Vinent e MacPhee 1999).

A analise de datagdo molecular indicou uma origem antiga de Callopistes
durante o Paleoceno. Este resultado pode estar relacionado com a incongruéncia
encontrada entre nossos conjuntos de dados (12S em relagdo aos demais) e o resultado
encontrado por Teixeira (2003) para o posicionamento desse género. A andlise de
dispersdo-vicariancia também indicou que Callopistes divergiu por vicariancia, uma vez
que a area ancestral dos Tupinambinae inclui os lados cis- e trans-andinos da América
do Sul, sendo que Callopistes € restrito ao lado trans-andino (Fig. 7). Esse evento de
vicariancia pode estar relacionado com o Mar de Salamanca (Salamancan Sea),

resultado de uma transgressao marinha que cobriu grande parte da América do Sul, da
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Patagonia até a Bolivia e o Peru, isolando as regides sudoeste e nordeste do continente
(Sylwan 2001, Ortiz-Jaureguizar e Cladera 2006).

De acordo com nossas analises, a maioria dos géneros viventes de Teiidae se
originou durante o Eoceno/Oligoceno (Fig. 6), época caracterizada por um resfriamento
e diminui¢cdo da umidade global, e pela expansdo das formagdes savanicas na América
do Sul (Romero 1993, Ortiz-Jaureguizar e Cladera 2006). A divergéncia entre as duas
espécies de Callopistes (C. maculatus Gravenhorst 1838 do Chile e C. flavipunctatus
Duméril e Bibron 1839 do Peru) ocorreu no Oligoceno. Durante esta época, a
configura¢do atual do Andes na regido central do Chile comegou a se desenvolver e uma
nova transgressdo marinha (Patagonian Sea) ocorreu na mesma regido coberta pelo Mar
de Salamanca (Ortiz-Jaureguizar e Cladera 2006). Esta divergéncia antiga pode explicar
a grande diferenga morfologica entre as duas espécies.

A datagdo molecular (Fig. 6) indicou que Cnemidophorus e Aspidoscelis
divergiram durante o Mioceno. Entretanto, considerando que Cnemidophorus ¢
parafilético, este resultado deve ser interpretado com cautela. Estudos anteriores
sugeriram que ocorreu um isolamento do ancestral comum de Ameiva e Cnemidophorus
durante o Cenozoico devido a separacdo entre as Américas do Norte e do Sul. De
acordo com esse cenario, Ameiva teria se originado no sul e Cnemidophorus no norte
(Savage 1966, Presch 1974, Savage 1982). Essa proposta foi baseada principalmente:
(1) na distribuicdo dos géneros viventes e assume que a América Central ou do Norte ¢
o centro de origem de Cnemidophorus (Savage 1966, 1982), (2) na andlise filogenética
que resulta em Ameiva e Cnemidophorus como grupos irmaos (Presch 1974) e (3) na
presenca de um f6ssil de Cnemidophorus em depoésitos de Mioceno-Plioceno na
América do Norte. Essa proposta implica que o ancestral de Cnemidophorus e Ameiva

migrou para a América do Norte no final do Cretaceo (Presch 1974), se diferenciou, e
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retornou para a América do Sul depois do restabelecimento do Istmo do Panama
(Savage 1966, Presch 1974). Entretanto, nossas analises indicam (1) que a origem da
linhagem Cnemidophorus + Aspidoscelis foi bem mais recente, depois da separagdo das
Américas do Norte e do Sul (Fig. 6); (2) que a divergéncia entre Aspidoscelis e
Cnemidophorus ocorreu antes da reconec¢@o do Istmo do Panam4, durante o Plioceno
(Fig. 6); (3) que a linhagem irma de Crnemidophorus+Aspidoscelis ¢ Kentropyx (grupo
estritamente sul-americano) e ndo Ameiva (Fig. 4 e 5); e (4) que a area ancestral da
linhagem Cnemidophorus + Aspidoscelis € restrita a América do Sul (Fig. 7). Portanto,
estes resultados indicam que a linhagem Cnemidophorus + Aspidoscelis se originou na
América do Sul e posteriormente algumas linhagens (possivelmente aparentadas a C.
longicauda) migraram para a América do Norte durante o inicio do Mioceno. A
presenga de um fossil do Mioceno-Plioceno de Cnemidophorus (ou Aspidoscelis) em
Nebraska (USA) (Estes 1964) corrobora essa hipotese. E interessante destacar que o
unico espécime deste fossil foi perdido e sua classificagdo se baseou apenas em uma
ilustracdo e em anotagdes. Com excecdo desse Unico espécime, nenhum outro fossil de
Teiidae do Tercidrio foi encontrado na América do Norte.

A suposi¢do de que o centro de origem de Cnemidophorus + Aspidoscelis ¢ a
América do Norte € questionavel porque se baseia exclusivamente no grande nimero de
espécies atuais presentes nesta regido, ignorando as relagdes filogenéticas do grupo
(Bremer 1992, Ronquist 1997, Humphries e Parenti 1999). Considerando que
Cnemidophorus e Ameiva sdo parafiléticos (Reeder et al. 2002, Giugliano et al. 2006),
trabalhos sobre a filogenia dos “cnemidophorinos” sdo necessarios para esclarecer a
evolucdo e a biogeografia historica do grupo. Esse tema sera explorado no capitulo IV

desta Tese.
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Assim, as evidéncias publicadas e nossos resultados (Fig. 6 e 7) indicam que a
dispersdo do ancestral de Aspidoscelis para a América do Norte ocorreu antes da
reconec¢do do Istmo do Panama. Isso pode ter ocorrido de duas formas: dispersao
aquatica ou ao longo de ilhas. A GAARIlandia, estrutura formada pelas Grandes
Antilhas e a cadeia de Aves que se conectou a América do Sul durante a transi¢cdo do
Eoceno-Oligoceno (Iturralde-Vinent e MacPhee 1999), pode ter facilitado a dispersao
para o norte de elementos da fauna sul-americana. Entretanto, nossas analises indicam
que a divergéncia de Aspidoscelis ocorreu no inicio do Mioceno depois da subsidéncia
da GAARIlandia. Hedges (1996) sugere que a maioria dos vertebrados terrestres chegou
as Antilhas por dispersdo sobre a d4gua oriundos da América do Sul, baseado em
estimativas moleculares de tempo de divergéncia entre os tdxons do continente e das
ilhas. Além disso, a divergéncia entre Ameiva ameiva e os congenéricos das ilhas foi
estimado em 27 Ma, depois da subsidéncia da GAARIlandia, favorecendo a hipdtese de
dispersdo sobre a dgua (Hower e Hedges 2003).

Por fim, os resultados obtidos neste capitulo indicaram: que Tupinambinae e
Teiinae sdo monofiléticos de acordo com Presch (1983); e que Callopistes foi o
primeiro Tupinambinae vivente a divergir, provavelmente durante o Paleoceno. Além
disso, dentro de Teiinae, os “cnemidophorinos” formam um grupo monofilético de
acordo com a maioria dos trabalhos anteriores (Vanzolini e Valencia 1965, Gorman
1970, Presch 1974, 1983, Teixeira 2003) e Teius foi o primeiro membro a divergir. A
datacdo molecular e a analise biogeografica indicaram que todos os géneros viventes,
com excec¢do de Aspidoscelis, se originaram em isolamento na América do Sul e que a
maioria dos géneros viventes se diversificou durante o Eoceno, coincidindo com a

expansdo das savanas sul-americanas. Podemos concluir também que Cnemidophorus
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provavelmente se originou na América do Sul, e algumas de suas populagdes (ancestral

de Aspidoscelis) devem ter migrado para o norte entre o Oligoceno € o Mioceno.
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Legenda das figuras
Fig. 1. Numero acumulativo de espécies descritas de Cnemidophorus e Aspidoscelis ao longo

dos anos.

Fig. 2. Filogenia de Teiidae inferida a partir das seqiiéncias de DNA mitocondrial 12S. (A)
Arvore mais parcimoniosa com os valores de suporte dos ramos bootstrap ¢ Bremer,
respectivamente. (B) Arvore inferida por analise Bayesiana utilizando o modelo TrN+I+G,

com os valores de probabilidades a posteriori.

Fig. 3. Filogenia de Teiidae inferida a partir das seqiiéncias de DNA mitocondrial 16S. (A)
Arvore mais parcimoniosa com os valores de suporte dos ramos bootstrap ¢ Bremer,
respectivamente. (B) Arvore inferida por analise Bayesiana utilizando o modelo TrN+I+G,

com os valores de probabilidades a posteriori.

Fig. 4. Filogenia de Teiidae inferida a partir das seqiiéncias de DNA mitocondrial 12S e 16S.
(A) Arvore mais parcimoniosa com os valores de suporte dos ramos bootstrap e Bremer,
respectivamente. (B) Arvore inferida por analise Bayesiana utilizando o modelo TrN+I+G,

com os valores de probabilidades a posteriori.

Fig. 5. Filogenia de Teiidae inferida a partir da combinacdo de dados morfoldgicos e
moleculares (12S+16S). (A) Arvore mais parcimoniosa com os valores de suporte dos ramos
bootstrap e Bremer, respectivamente. (B) Arvore inferida por analise Bayesiana utilizando o

modelo TrN+I+G, com os valores de probabilidades a posteriori.
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Fig. 6. Cronograma da evolucdo dos Teiidae baseado na combina¢do de dados moleculares
(12S+168S), com os tempos de divergéncia estimados por métodos Bayesianos. As barras

representam a média do tempo de divergéncia + desvio padrio.

Fig. 7. Duas reconstru¢des mais parcimoniosas da distribuicdo ancestral para cada n6 obtida
por analise de dispersdo-vicariancia utilizando as quatro principais areas geograficas e o
cladograma baseado em evidéncia total (molecular+morfoldgico). As setas indicam eventos
de dispersdo e as barras verticais indicam eventos de vicaridncia. C: América do Sul cis-

Andino; I: Antilhas; N: América Central e do Norte; T: América do Sul frans-Andino.
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Fig. 2
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Fig. 3
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CAPITULO 1II - FILOGENIA E BIOGEOGRAFIA DE Kentropyx (SQUAMATA:

TEIIDAE).

Os resultados apresentados neste capitulo foram publicados junto com dados de ecologia

reprodutiva obtidos por F. P. Werneck.

Werneck F. P., Giugliano, L. G., Collevatti, R. G., Colli, G. R. (2008) Phylogeny e
Biogeography of Kentropyx (Squamata: Teiidae): the Evolution of Clutch Size in a

South American Lizard Genus. Molecular Ecology 18(2): 262-278. (Anexo II)






INTRODUCAO

O género Kentropyx Spix, 1825 ¢ restrito a América do Sul a leste dos Andes
(Gallagher e Dixon 1992) e se distingue de todos os outros géneros de Teiidae (Squamata,
Reptilia) pela presenca de escamas ventrais quilhadas (Gallagher 1979). Dezenove espécies
nominais ja foram propostas para Kentropyx sendo que a maioria foi posteriormente
considerada sinonimia, indicando que a sistematica deste gé€nero ¢ bastante problematica. Em
uma ampla revisdo taxondmica, oito espécies distribuidas em trés grupos foram reconhecidas
por Gallagher e Dixon (1980, 1992), baseado principalmente na caracterizacdo qualitativa das
escamas dorsais: 1) o grupo calcarata (Kentropyx calcarata (Spix 1825), K. pelviceps (Cope
1868) e K. altamazonica (Cope 1876)), que possui escamas dorsais e laterais granulares e
uma clara distingdo entre as dorsais e as escamas supracaudais semelhantes a placas; 2) o
grupo paulensis (K. paulensis (Boettger 1893), K. viridistriga (Boulenger 1894) e K. vanzoi
Gallagher e Dixon 1980), que possui escamas dorsais ¢ laterais granulares que
gradativamente aumentam em direc¢do a cauda, de tal forma que as dorsais e as supracaudais
sdo quase iguais e 3) o grupo striata (K. striata (Daudin 1802) e K. borckiana (Peters 1869))
que possui fileiras de dorsais alargadas semelhantes a placas e escamas laterais granulares.
Entretanto, estes grupos de espécies foram delimitados apenas de acordo com a similaridade
total, sem a andlise das relagdes filogenéticas entre as espécies e, portanto, sem testar o
monofiletismo de cada grupo. E interessante destacar que uma das espécies de Kentropyx, K.
borckiana, ¢ partenogenética e hibrida, tendo se originado do cruzamento entre K. calcarata e
K. striata (Cole et al. 1995, Reeder et al. 2002). Além disso, a partir da analise do DNA
mitocondrial foi possivel inclusive indicar que o ancestral materno de K. borckiana ¢ K.
striata (Reeder et al. 2002). Outra espécie ndo descrita de Kentropyx também foi coletada
durante uma expedi¢cdo do nosso a grupo a regido do Jalapao, uma das ultimas grandes areas

remanescentes de Cerrado (Oliveira e Marquis 2002). Devido a similaridade com K.
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paulensis e K. vanzoi esta espécie pertence ao grupo paulensis e sera referida nesta Tese
como Kentropyx sp.. Mesmo apds a ampla revisdo taxondmica de Gallagher e Dixon (1992) a
sistematica de Kentropyx permanece em debate com a proposta de revalidagdo de K. lagartija
que havia sido sinonimizado a K. viridistriga (Tadesco e Cei 1997).

As espécies do grupo calcarata sdo encontradas principalmente na floresta
amazonica ou em formacdes abertas associadas @ mesma, como as regides de borda, clareiras
causada pela queda de arvores ou plantagdes. Além disso, também ha registros de ocorréncia
de populagdes isoladas de K. calcarata na Mata Atlantica. (Avila-Pires 1995). J4 as espécies
do grupo paulensis sdo encontradas em ecossistemas abertos, sendo K. vanzoi endémico do
bioma Cerrado, particularmente associado a regides com substrato arenoso (Vitt e Caldwell
1993) e K. viridistriga endémico da bacia do Chaco-Parana nas depressdes do Pantanal e
Guaporé. As espécies do grupo striata também ocorrem em formagdes abertas das savanas
amazonicas localizadas no Escudo das Guianas e em ilhas do Caribe. Algumas populagdes
isoladas de K. striata também foram registradas no Nordeste do Brasil (Gallagher e Dixon
1992).

Dentro de Teiidae, Kentropyx compde um grupo monofilético junto com Ameiva,
Cnemidophorus e Aspidoscelis (‘“cnemidoforinos”) (Vanzolini e Valencia 1965, Gorman
1970, Presch 1974, Reeder et al. 2002, Teixeira 2003, Giugliano et al. 2007). Gallagher e
Dixon (1980, 1992) propuseram, que durante a evolugdo dos Kentropyx, ocorreu um aumento
do tamanho das escamas dorsais € uma diminui¢do no nimero de poros femorais, uma vez
que os grupos calcarata, paulensis e striata, nesta ordem, podem ser arranjados em uma
progressdo linear do aumento no tamanho das dorsais (e consequentemente uma diminui¢ao
no numero) e diminui¢do no nimero de poros femorais. Esta progressao foi interpretada
como sendo relacionada a termoregulagdo, uma vez que um grande numero de poros femorais

e escamas dorsais (menor tamanho) estdo associados a adaptacdo a ambientes sombreados de

40



espécies florestais € o menor niumero de poros femorais e escamas dorsais estdo associados a
adapta¢do a ambientes quentes e ensolarados das espécies de vegetacdo aberta (Gallagher et
al. 1986). Entretanto, sem uma analise filogenética, a divisdo de Kentropyx em grupos e as
interpretagdes evolutivas das caracteristicas morfoldgicas e ecologicas sdo meramente
especulativas.

Gallagher e Dixon (1992) interpretaram que a distribui¢do atual de Kentropyx
poderia ser explicada pela “Hipotese dos Reftigios Pleistocénicos™: os ciclos de sucessivas
mudangas climaticas e da vegetacdo durante o Pleistoceno promoveram a expansio e retragao
da distribuicdo das espécies de tal forma que especiagdes ocorreram nos refigios de floresta
durante os periodos secos e frios e nos refigios de savana nos periodos imidos e quentes
(Haffer 1969, Gallagher 1979, Haffer e Prame 1982, Gallagher e Dixon 1992). A presenca de
K. striata em enclaves de vegetacdo aberta na Amazonia e na Mata Atlantica e a distribui¢cdo
disjunta de K. calcarata na Amazdnica e na Mata Atlantica aparentemente sustentaram esta
hipdtese. Entretanto, outros eventos que também podem explicar a distribuigao atual das
espécies, como a dispersdo secunddria, foram desconsiderados. Além disso, a importancia da
“Hipdtese dos Refugios Pleistocénicos” na diversificagdo da herpetofauna sul-americana tem
sido superestimada. (Colli 2005). Diversos trabalhos t€ém indicado que outros eventos
historicos mais antigos do Tercidrio, como as transgressdes marinhas, as migracdes de fauna
vindas das Américas do Norte e Central e o soerguimento do Planalto Central do Brasileiro,
tiveram grande influéncia (Colli 2005, Yoke et al. 2006, Giugliano et al. 2007, Gamble et al.
2008, Geurgas et al. 2008).

Este capitulo trata das relagdes filogenéticas entre as espécies de Kentropyx baseada
em dados morfologicos e de DNA mitocondrial (128 e 16S), utilizando o critério da

parcimdnia e métodos bayesianos. Os tempos de divergéncia de cada clado também foram
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estimados por métodos bayesianos. Além disso, os possiveis cenarios evolutivos e

biogeograficos foram avaliados com base na andlise das 4reas ancestrais.

MATERIAL E METODOS
Dados morfologicos

Foram obtidos dados de morfologia externa incluindo variaveis meristicas de folidose
e padrdes de coloragdo de Ameiva ameiva (Linnaeus, 1758), Cnemidophorus gramivagus
Mccrystal e Dixon, 1987 (grupos externos) e das espécies de Kentropyx dos espécimes de
museus listados no Anexo III.

Para cada espécime foram obtidos os seguintes caracteres meristicos quantitativos:
supralabiais (nimero de escamas aumentadas ao longo a maxila, total de ambos os lados);
infralabiais (nimero de escamas aumentadas ao longo da mandibula, total em ambos os
lados); pregas gulares (nimero de dobras na regido gular); escamas das pregas gulares
(numero de escamas aumentadas em uma prega gular); supraoculares (numero de escamas
supraoculares do lado esquerdo); parietais (numero de escamas parietais, incluindo as
interparietais); pds-parietais (nimero de pdsparietais em contato com as interparietais,
quando presentes, as escamas granulares foram incluidas); dorsais (contadas ao longo de uma
linha longitudinal da regido occipital até a primeira fileira transversal da cauda); escamas ao
redor do meio do corpo (contadas na regido central entre os membros anteriores € posteriores
excluindo as ventrais); fileiras transversais de ventrais (contadas a partir da prega gular
posterior até a margem anterior dos membros posteriores); ventrais em uma fileira transversal
(contadas na regido central entre os membros anteriores e posteriores); poros femorais
(numero total de ambos os lados); pré-femorais (nimero de escamas aumentadas em uma
fileira na face ventral da coxa, contadas na regido central entre o joelho e o quadril, em uma

fileira do poro femoral até as escamas granulares na face dorsal da coxa); fileiras de pré-
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femorais (contadas do quadril até o joelho); fileiras de infratibiais (nimero de escamas
alargadas em uma fileira longitudinal do joelho até o primeiro metatarso); pré-anais (numero
de escamas alargadas na regido pré-anal, contadas a partir do poro femoral mais central até a
cloaca); lamelas do quarto dedo (contadas na face ventral do dedo); lamelas do quarto artelho
(contadas na face ventral do artelho); escamas ao redor da cauda (contadas na décima quinta
fileira).

Os seguintes caracteres qualitativos sem variagdo intraespecifica foram obtidos:
escamas granulares entre as mentais e as infralabiais (presente ou ausente); contato entre as
supraciliares e as supraoculares (presente ou ausente); espordo pré-cloacal em machos
(presente ou ausente); ventrais quilhadas (presente ou ausente) e escamas dorsais da cauda
(lisa ou quilhada). Por fim, os seguintes caracteres qualitativos polimorficos foram
codificados: formato das frontonasais (hexagonal ou pentagonal); nivel de contato entre o
primeiro par de mentais (sem contato, contato menor que a metade do seu comprimento,
contato maior que a metade do seu comprimento); nivel de contato entre as supraoculares ¢ as
escamas do meio da cabeca (supraoculares contatando as frontais, frontoparietais e parietais,
supraoculares contatando préfrontal, frontal e frontoparietal; sem contato entre as
supraoculares e as escamas do meio da cabeca); formato da margem posterior das
interparietais (reta, angular ou arredondada); condi¢@o das dorsais (escamas dorsais e laterais
granulares com uma clara distingao entre as dorsais e escamas supracaudais quilhadas em
forma de placas; escamas dorsais e laterais granulares que aumentam gradativamente até as
placas quilhadas do dorso da cauda; escamas dorsais em fileiras aumentadas com aspecto de
placas e escamas laterais granulares), ocelos na perna (ausente ou presente); ocelos laterais
(ausentes ou presentes) e o padrdo das linhas e campos ao longo do corpo. Os campos foram
delimitados pelas linhas e os seguintes estados de caractere foram considerados: ausentes

(quando as linhas que delimitam o campo estdo ausentes), escuras, com ocelos ou claras. Os
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campos delimitados foram: campo vertebral (o meio do dorso entre a linha paravertebral e a
vertebral), campo dorsolateral (entre as linhas paravertebrais e dorsolaterais); campo lateral
superior (entre as linhas dorsolateral e lateral superior); e campo lateral inferior (entre a linha
lateral superior e as escamas ventrais).

Para a andlise por parcimonia os caracteres quantitativos foram codificados como
variaveis continuas, usando uma matriz de passos (Wiens 2001). Este método atribui
diferentes pesos proporcionais aos intervalos entre as médias, a partir de uma matriz de
passos (com um maximo de 999 passos) que indicam os custos da mudanga entre cada par de
estados de caractere. Para cada espécie amostrada, os caracteres com variagdo intraespecifica
(polimorfismos) foram codificados usando a freqiiéncia dos estados derivados (Wiens 1995).
Para os caracteres qualitativos sem polimorfismo foi atribuido o peso de 999 e para os
polimorficos do peso de 999 dividido pelo maior numero de passos entre dois estados de
caractere. Desta forma, o custo de uma transformacéo de estado dos caracteres qualitativos
(polimorficos ou ndo) ficou equivalente ao peso da maior transformacao de estado de
caractere dos quantitativos (Wiens 2001). Consequentemente, este esquema de pesos resultou
em cladogramas com comprimentos e indices de Bremer multiplicados por 999. Portanto,
estes dois valores foram divididos por 999 para permitir a comparagdo com outros estudos.
Para a analise bayesiana foi utilizado o esquema de codificagdo denominado “gap-coded”
(Archie 1985) para os caracteres quantitativos, utilizando 0,5 desvio padrdo como ponto de
corte e os indicando com ordenados. A analise bayseana foi conduzida no MrBayes
utilizando o modelo ordenado padrdo (Huelsenbeck e Ronquist 2001).

Dados moleculares
Neste trabalho foram utilizadas as seqiiéncias de nucleotideos das regides 12S e 16S do DNA
mitocondrial previamente publicados no GenBank (NCBI, 2009) e obtidos por

seqilienciamento automatico (Tabela 4).
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O DNA gendmico foi extraido a partir de amostras de figado preservadas em etanol
absoluto utilizando-se o kit DneasyTM Tissue (QIAGEN). Fragmentos das regides 12S (£
350pb) e 16S (£ 500pb) do DNA mitocondrial foram amplificados por PCR utilizando os
iniciadores 12Sa, 12Sb, 16SaR e 16Sd e as condi¢gdes de reagdo descritas por Reeder (1995).

As reagdes de seqilienciamento foram realizadas utilizando o DYEnamicTM ET
terminator cycle sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden). As seqiiéncias dos
produtos desta reacdo de PCR foram analisadas em um seqlienciador automatizado de DNA
ABI Prism 377 (Applied Biosystems, CA), em condi¢des padronizadas pelo fabricante.
Todos os fragmentos amplificados foram seqiienciados nos dois sentidos (senso e anti-senso).
Os cromatogramas das seqii€éncias senso e anti-senso foram analisados e editadas para a
obtencdo da fita consenso no programa BioEdit 5.09 (Hall 1999). Quando possivel dois
individuos da mesma localidade foram seqiienciados para o controle de contaminagdo do
seqiienciamento.

Foi realizado o alinhamento multiplo das seqiiéncias pelo programa MALIGN 2.7
(Wheeler e Gladstein 1994), baseado no critério de otimizacdo (parcimonia) da arvore
filogenética de menor custo. O custo utilizado para os indels internos (2) foi o dobro do
utilizado para a inser¢do dos indels das extremidades (1). O mesmo peso ou custo foi
utilizado para transi¢des e transversdes.

Analise filogenética

Para a analise filogenética por maxima parciménia (MP) todos os caracteres receberam o
mesmo peso. A andlise foi feita independentemente para cada gene e para os dados
morfoldgicos separadamente e de forma combinada por MP usando o programa PAUP*
v.4.0b10 (Swofford 1999) e por métodos bayesianos usando o programa MrBayes v.3.0b4
(Huelsenbeck e Ronquist 2001). Para analise de MP, foi utilizado o algoritmo de busca

branch-and-bound e os indels foram codificados como uma quinta base (Giribet e Wheeler
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1999). O suporte de cada clado resultantes das analises por MP foi acessado por bootstrap,
com 1000 replicagdes (Felsenstein 1985), e pelo indice de Bremer (Bremer 1994), usando os
programas MacClade 4.0 (Maddison e Maddison 1999) e PAUP. Clados com valores de
bootstrap maiores de 70% e com indice de decaimento Bremer a partir de 4 foram
considerados bem suportados (Felsenstein 1985, Hillis e Bull 1993). Para a analise Bayesiana
foi utilizado o modelo de evolug¢do mais apropriado para cada regido inferido pelo programa
ModelTest por hIRTs (Hierarchical Likelihod Ratio Tests) (Posada e Crandall 1998). Nas
analises conjunta cada regido gendnica segundo o seu melhor modelo evolutivo e os dados
morfoldgicos seguiram o seguinte esquema: caracteres quantitativos e polimorficos seguiram
o modelo ordenado (ordered model) e os demais o modelo padrao (standard model). Como
nenhum dos modelos disponiveis no Modeltest 3.7 consideram os indels como um estado de
caractere, estes foram excluidos da andlise do modelo evolutivo da seqiiéncia e da andlise
filogenética Bayseana. A analise Bayesiana se iniciou gerando arvores aleatdrias e procedeu
por 5.0 X 10° geragdes. As arvores foram amostradas a cada 100 geracdes produzindo um
total de 50000 arvores. A variagdo do logaritmo da verossimilhanga ao longo das geracdes foi
analisada graficamente para a detec¢do da fase estaciondria utilizando o programa Tracer 1.4
(Rambaut e Drummond 2007). Para todas as amostras foi definido como fase estacionaria,
que contém informagao util sobre os parametros, apds 6500 geragdes. Para cada andlise
quatro corridas independentes foram conduzidas. A freqiiéncia de cada clado na arvore de
consenso da maioria da fase estacionaria das duas corridas independentes representa a
probabilidade a posteriori de cada n6 (Huelsenbeck e Ronquist 2001).
Datacdao Molecular

O tempo de divergéncia foi estimado no programa MULTIDISTRIBUTE (Thorne et
al. 1998, Kishino et al. 2001, Thorne e Kishino 2002) com base na abordagem bayesiana do

relogio molecular relaxado. Para este analise, foi utilizada a topologia da arvore mais
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parcimoniosa da analise combinada (morfologia + 12S + 16S). A origem do género foi
calibrada com base na estimativa de Giugliano et al. (2007): 29.8 milhdes de anos atras e o
intervalo de confianga entre 15,7 e 48,4 milhdes de anos.

Analise de dispersdo-vicariancia

As areas ancestrais foram inferidas baseadas em méaxima parcimonia, utilizando o programa
DIVA 1.1 (Ronquist 1997). Este método busca areas ancestrais 6timas que minimizem
eventos de dispersdo e extingdo (Ronquist 1997). Cinco areas foram delimitadas nesta analise
correspondendo a quatro grandes areas geoldgicas da América do Sul, formadas
principalmente no Tercidrio (Almeida et al. 2000) e importantes para a diversificagdo da
herpetofauna sul-americana (Colli 2005). A Mata Atlantica foi incluida a quinta 4rea
correspondendo aos registros de distribuicao periférica de K. calcarata. Portanto, as areas
utilizadas foram: (A) Escudo das Guianas, (B) Bacia Amazonica, (C) Mata Atlantica, (D)

Escudo Central Brasileiro e (E) Bacia do Chaco-Parana (Fig. 8).

RESULTADOS

Filogenia a partir dos dados morfologicos

Apenas uma arvore (Fig. 9A) mais parcimoniosa com 77 passos foi encontrada a partir dos
dados morfoldgicos (CI = 0.634, RI = 0.570). Apesar do baixo valor de suporte dos ramos, a
topologia encontrada indica o monofiletismo de dois grupos: um clado das espécies florestais
contendo K. altamazonica, K. calcarata e K. pelviceps e um clado das espécies de vegetacao
aberta contendo K. striata, K. vanzoi, K. paulensis, K. viridistriga e Kentropyx sp. (Fig. 9A).
Dentro do clado das espécies de vegetacdo aberta, K. striata é espécie irma do clado formado
por K. vanzoi, K. paulensis, K. viridistriga e Kentropyx sp., ocupando a posi¢ao entre estas
espécies. A analise Bayesiana resultou em uma topologia semelhante com uma politomia

unindo as espécies do clado florestal (Fig. 9B).
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Filogenia a partir dos dados moleculares

Foram encontrados cinco alinhamentos mais parcimoniosos para a regido 12S, com poucas
incongruéncias entre si. Para a regido 16S apenas um alinhamento mais parcimonioso foi
encontrado (nimero de acesso no TreeBase SN3720). A andlise filogenética foi realizada
para os cinco alinhamentos da regido 12S e as topologias obtidas foram as mesmas, apenas
com pequenas diferencas no grau de suporte dos clados, tanto no caso do bootstrap quanto do
indice de Bremer (resultado ndo apresentado). Assim, apenas um dos alinhamentos da regiao
128 foi escolhido aleatoriamente para todas as analises.

Tanto para a regido 12S quanto para a 16S o melhor modelo selecionado a partir do
teste da razdo de verossimilhancas (“likelihood ratio test””) implementado no programa
ModelTest foi o TrN+G (modelo de Tamura— Nei (Tamura e Nei 1993), com distribuig¢do
gama dos parametros). Os valores inferidos dos parametros do modelo estdo na Tabela 5.

O alinhamento multiplo da regido 12S resultou em 333 caracteres, sendo 67
informativos. A busca por branch-and-bound resultou em um tnico cladograma mais
parcimonioso (Fig. 10A), com 185 passos (CI=0,762, RI1=0,777). Neste cladograma K. striata
aparece na posicao basal e as demais espécies formaram dois clados: um contendo K.
viridistriga, K. paulensis e Kentropyx sp. e outro contendo K. vanzoi, K. altamazonica, K.
pelviceps e K. calcarata. Com excecdo do posicionamento de K. vanzoi todos os outros
ramos tiveram alto grau de suporte. A arvore de consenso obtida a partir da analise bayesiana
utilizando o modelo de evolugdo apresentou incongruéncias com a arvore por MP com
apenas um grupo bem suportado formado por K. viridistriga, K. vanzoi, K. paulensis e
Kentropyx sp. (grupo paulensis) (Fig. 10B).

O alinhamento multiplo da regido 16S resultou em 446 caracteres sendo 84
informativos. A busca por branch-and-bound resultou em dois cladogramas mais

parcimoniosos (Fig. 11A), com 224 passos (CI=0,665, RI=0,706). Trés ramos bem
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suportados foram encontrados na topologia encontrada sendo um clado formado por K.
viridistriga, K. paulensis e Kentropyx sp.; outro formado por K. paulensis e Kentropyx sp. € o
terceiro consistindo em K. striata na posicao basal (grupo striata). Estes grupos monofiléticos
também foram encontrados na topologia resultante da analise Bayesiana e por MP a partir das
seqiiéncias da regido 12S. A 4rvore de consenso obtida pela abordagem bayesiana utilizando
o modelo de evolucdo TrN + G foi consistente com a topologia obtida por MP, contendo os
mesmos trés grupos bem suportados (Fig. 11B).

A analise por MP a partir da combinagio dos dados moleculares (12S+16S) resultou
em uma unica arvore mais parcimoniosa (Fig. 12A), com 413 passos (CI = 0.702, Rl =
0.728). A arvore resultante da analise por MP contém trés clados fortemente suportados: K.
striata como grupo basal (grupo striata), o clado formado por K. altamazonica, K. calcarata
e K. pelviceps (grupo calcarata) e o clado formado por K. vanzoi, K. viridistriga, K.
paulensis e Kentropyx sp. (grupo paulensis). A analise bayesiana resultou em uma topologia
distinta, mas também corrobora fortemente o monofiletismo do grupo paulensis (Fig. 12B).
Analise combinada: morfologia + DNA
A analise dos dados combinados incluiu 828 caracteres sendo 779 moleculares e 49
morfoldgicos contendo 156 caracteres informativos. A andlise por MP resultou em uma tnica
arvore mais parcimoniosa com 454 passos (CI =0.714, RI = 0.573, Fig. 13A). A topologia
encontrada apresentou trés principais clados bem suportados correspondendo ao grupo striata
(na base da arvore); calcarata e paulensis. A anélise bayesiana resultou em uma topologia
semelhante, com exce¢do da posi¢do de K. striata que aparece como espécie irma do grupo
paulensis, formando um clado com todas as espécies de vegetagdo aberta (Fig. 13B). Para
avaliar se as diferentes estratégias de codificacdo dos caracteres quantitativos adotadas nas
analises bayesianas e por MP influenciaram no resultado incongruente nas analises, a analise

por MP foi repetida usando, a mesma matriz utilizada na analise Bayesiana e a mesma
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topologia foi encontrada, com pequenas diferengas no valor do suporte dos ramos (resultado
ndo apresentado).

Em resumo, as relagdes dentro e entre os grupos calcarata e paulensis estio bem
estabelecidas em ambas as andlises por MP e bayesiana (Fig. 13). Entretanto, os resultados
das duas andlises divergem a respeito do posicionamento de K. striata que aparece como
grupo basal na analise por parcimonia na analise por MP ou numa posi¢ao mais derivada
como espécie irma do grupo paulensis na analise bayesiana. Baseado no maior numero de
caracteres informativos que suportam K. striata como taxon basal (6 morfolégicos e 13
moleculares na topologia por MP, 5/0 na topologia bayesiana), no maior valor de suporte dos
ramos (mesmo nao sendo os valores de suporte dos ramos e as probabilidades a posteriori
diretamente comparaveis) € no menor numero suposi¢des, a topologia obtida por MP foi
favorecidas nas analises subseqiientes.

Datacao molecular

O resultado da datagdo molecular indicou uma diversificacdo antiga das espécies de
Kentropyx tendo ocorrido principalmente no Mioceno (Fig. 14). De acordo com as andlises,
K. striata foi a primeira espécie a divergir no final do Oligoceno/inicio do Mioceno e a ultima
divergéncia foi entre K. paulensis e Kentropyx sp. no final do Mioceno inicio do Plioceno. A
divergéncia entre os grupos calcarata e paulensis provavelmente ocorrem no inicio ou meio
do Mioceno, sendo que a unica diversificagdo que ocorreu no Quaternario foi dentro da
mesma espécie (Fig. 14).

Anadlise de dispersdo-vicariancia

A andlise pelo DIV A resultou em duas reconstrugdes mais parcimoniosas com quatro eventos
de dispersdo durante a evolucdo de Kentropyx (Fig. 15). Nos dois casos, a divergéncia de K.
Striata ocorreu por um evento de vicariancia que isolou o Escudo das Guianas. Além disso,

em ambos os cenarios a divergéncia entre os grupos calcarata (Bacia Amazonia) e paulensis
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(Escudo Central Brasileiro) ocorreu por vicariancia. As duas reconstru¢des divergem na
distribui¢do do ancestral comum de todos os Kentropyx. Em uma reconstrugdo este ancestral
esta restrito ao Escudo Central Brasileiro e das Guianas (Fig. 14A) e na outra reconstrug¢do
este mesmo ancestral estaria também na Bacia Amazoénica (Fig. 14B). De acordo com o
primeiro cenario, depois da divergéncia de K. striata por vicariancia e isolamento no escudo
das Guianas, o ancestral comum dos grupos calcarata e paulensis ocupou a Bacia Amazonica
por dispersdo (Fig. 15A). J&4 no segundo cendrio, o ancestral comum de todas as espécies
viventes de Kentropyx tinha uma ampla distribui¢cdo ocupando a Bacia Amazodnia e os
Escudos Central Brasileiro e das Guianas devido a um evento de dispersdo anterior (Fig.
15B). Ambas reconstrugdes requerem um evento de dispersdo de K. calcarata para a Mata
Atlantica e outro do ancestral comum de K. viridistriga, K. paulensis € Kentropyx sp. para a

Bacia do Chaco-Parana.

DISCUSSAO

As reconstrugdes baseada em evidéncia total (dados moleculares e morfoldgicos), tanto por
MP quanto por métodos bayesianos, corroboram o monofiletismo dos trés grupos fenéticos
de Kentropyx anteriormente definidos (Gallagher 1979, Gallagher e Dixon 1980, 1992).
Entretanto, nossos resultados divergem do proposto anteriormente no que diz respeito ao
posicionamento de K. striata (que representa o grupo striata). De acordo com a analise
combinada total por MP, K. striata € a espécie mais basal do género e ndo a mais derivada.
Gallagher e Dixon (1992) propuseram que o menor nimero de dorsais (devido ao seu
tamanho aumentado) e poros femorais de K. striata seria uma adaptagdo ao clima seco dos
ecossistemas abertos e uma condi¢do derivada em relag@o aos grupos calcarata e paulensis
umas vez que os demais géneros de Teiidae ndo compartilham este estado de caractere

(Gallagher e Dixon 1992). Entretanto, mesmo havendo a coincidéncia entre os grupos
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fenéticos propostos anteriormente (Gallagher e Dixon 1992) e as relagdes filogenéticas
encontradas neste estudo, a relacdo entre os grupos ndo ird seguir necessariamente a evolugdo
de um unico caractere. Este ¢ o mesmo tipo de incongruéncia encontrada no caso da evolugdo
do gene versus a evolugdo da espécie derivado de filogenias a partir de um tnico gene (Doyle
1997, Maddison 1997). Além disso, a correlagdo entre a contagem de escamas e area de
superficie disponivel para termoregulacdo ndo € clara, nem direta. Resultados contraditorios
indicam ambos: correlagdes positivas (Soulé e Kerfoot 1972, Malhotra e Thorpe 1997,
Sanders et al. 2004) e negativas (Horton 1972, Lister 1976) entre o nimero de escamas
(inversamente proporcional ao seu tamanho) e ambientes secos. Ademais, Gallagher e Dixon
(1992) baseados apenas na evolugdo deste caractere e na distribui¢do das espécies atuais,
propuseram que (i) Kentropyx teria se originado uma populagao ancestral (“proto-
Kentropyx”) de floresta, derivada de um ancestral semelhante a Ameiva-Cnemidophorus e (ii)
que os reflgios Pleistocénicos promoveram esta diferencia¢do do género levando a uma
colonizagdo secundaria dos ambientes secos e abertos. Em resumo, os estudos anteriores
sobre a evolucdo de Kentropyx propuseram relagdes filogenética e cenarios evolutivos para o
género sem realizar uma rigorosa analise filogenética usando dados alternativos ou métodos
de reconstrugo biogeografica.

De acordo com nossas analises, K. striata foi a primeira espécie atual do género a
divergir no final do Oligoceno inicio do Mioceno e, portanto, o aumento das escamas dorsais
pode ter ocorrido cedo na evolucdo do género, com uma posterior reversao no grupo
calcarata. Ademais, existe um paralelo entre a divergéncia basal de K. striata (uma espécie
do Escudo das Guianas) e outros grupos de vertebrados, corroborando um soerguimento basal
dos Escudos Central brasileiro e das Guianas, frequentemente atribuido a introgressdes
marinhas do Mioceno (Rasanen et al. 1995, Webb 1995, Ribas et al. 2005, Noonan ¢ Wray

2006, Garda e Cannatella 2007). Nossos dados também indicam que a diversificacdo da
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maioria dos Kentropyx ocorreu no Oligoceno/Mioceno, periodo que influenciou de forma
marcante a diversificagcdo da fauna sul-americana (Gamble et al. 2008).

O periodo de origem dos Kentropyx (Eoceno/Oligoceno) foi marcado pela expansio
das savanas sul-americanas (Colli 2005, Giugliano et al. 2007) e ¢ bem anterior ao
Quaternario, como sugerido anteriormente (Gallagher e Dixon 1992). Portanto, de acordo
com nossas analises a “Hipotese dos Reftigios do Pleistoceno” foi de importancia limitada na
diversificacdo das espécies de Kentropyx, sendo capaz de explicar, possivelmente, apenas
diversificacdes intraespecificas mais recentes. A andalise de dispersdo-vicariancia sugere que
o ancestral de Kentropyx nao era florestal, como proposto anteriormente (pode ter sido
totalmente ndo florestal ou ocorrido também na Bacia Amazonica). Dado que os géneros
filogeneticamente mais proximos de Kentropyx sdao primariamente de vegetagdo aberta,
mesmo quando ocorrem na Bacia Amazonica, ¢ mais plausivel supor um ancestral ndo
florestal para género (Fig. 14A). Assim, é mais provavel que as savanas sejam o centro de
origem de Kentropyx, ao invés da Floresta Amazonica, e que sucessivos eventos do Terciario
tiveram um papel significativo na diferenciacdo das espécies viventes. Portanto, a
distribuicdo atual do grupo calcarata na Bacia Amazdnica € melhor explicado por uma
dispersdo mais recente depois do comego da retragdo marinha.

Ambeas as reconstru¢des mais parcimoniosas do DIVA requerem um evento de
dispersdo para a Mata Atlantica. Afinidades de fauna e flora entre a Amazonia e a Mata
Atlantica estao extensamente documentadas (Andrade-Lima 1982, Oliveira-Filho e Ratter
1995, Silva 1995, Bates et al. 1998, Costa 2003). Eventos antigos de conec¢do que
favoreceram a vicariadncia podem ter sido responsaveis por algumas destas afinidades, mas a
maioria dos casos tem sido atribuida a um dos varios corredores de floresta propostos do
Quaternario que abriram rotas de dispersdo entre estas duas florestas (Rizzini 1963, Bigarella

etal. 1975, Rizzini 1979, Andrade-Lima 1982, Oliveira-Filho e Ratter 1995). Considerando
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(1) a divergéncia recente entre as duas populagdes de K. calcarata incluidas neste trabalho
(3.4 Ma), (i1) que a distribui¢do principal desta espécie é a Amazodnia oriental e a ocorréncia
de provaveis corredores conectando a Amazonia e a Mata Atlantica no Quaterndrio, o cenario
de dispersdo resultante da anélise do DIVA ¢ suportado.

Independentemente do conjunto de caracteres analisado e do critério de otimizacio
adotado, algumas relacdes filogenéticas sempre permaneceram com alto valor de suporte
(valores de bootstrap, Bremer ou probabilidades a posteriori) como todos os ramos do grupo
(K. viridistriga (K. paulensis e Kentropyx sp)). Além disso, o monofiletismo do grupo
paulensis foi sempre bem suportada em comparag@o ao grupo calcarata. O monofiletismo do
grupo paulensis corrobora a hipotese de que a emergéncia dos trés grandes blocos de terra
(Escudo das Guianas, Escudo Central Brasileiro e a base oriental dos Andes) durante as
introgressdes marinas do Tercidrio (Mioceno) na América do Sul facilitaria a produgdo de
mais tdxons monofiléticos nestas regides quando comparado com as terras mais baixas
(Rasanen et al. 1995, Webb 1995, Aleixo 2004). Este cenario também foi corroborado em
estudos de outros grupos de vertebrados (Aleixo 2004, Ribas et al. 2005, Noonan ¢ Wray
2006, Garda e Cannatella 2007).

Diferentemente da sugestio previa de que K. vanzoi e K. paulensis seriam espécies
irmas devido as suas distribui¢des primarias serem no Cerrado do Escudo Central Brasileiro
(Colli 2005), os resultados deste capitulo indicam que K. paulensis esta filogeneticamente
mais proximo de K. viridistriga, que ocorre na Bacia do Chaco-Parand, do que K. vanzoi. A
divergéncia antiga de K. vanzoi e as outras espécies do grupo paulensis pode ser atribuida ao
isolamento da Chapada dos Parecis, uma extensa bacia sedimentar (Hasui e Almeida 1985,
Bahia et al. 2006), que soerguiu durante o Mioceno (Costa et al. 1996, Westaway 2006).
Portanto, a analise de dispersdo-vicariancia indicou que o ancestral comum de K. viridistriga,

K. paulensis e Kentropyx sp. estava amplamente distribuido no Escudos Central Brasileiro e
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na Bacia do Chaco-Parana e que um posterior evento de vicariancia, provavelmente no final
do soerguimento epirogénico do Planalto Central Brasileiro ocorrido do meio até o final do
Terciario (Colli 2005), promoveu a divergéncia entre K. viridistriga nas depressdes do
Pantanal e Guaporé. Mais recentemente, um evento de especiag@o parapatrica que ocasionou
a divergéncia de K. paulensis e Kentropyx sp. pode estar associado ao solo arenoso de
depressdo do Tocantins.

Em resumo, nossos resultados indicam que as espécies viventes de Kentropyx formam
tr€s grupos monofiléticos, que correspondem aos trés grupos fenéticos propostos
anteriormente: calcarata, paulensis e striata. Entretanto, a relagdo entre os grupos difere do
que foi sugerido previamente, uma vez que striata ¢ a grupo mais basal nas nossas analises.
Foi estimado que a origem do género ocorreu no Terciario (Eoceno/Oligoceno) e que a
“Hipotese dos Reftigios Pleistocénicos™ ndo explica a diversificagcdo de Kentropyx e pode
apenas estar associada a eventos mais recentes de diversificacdo intraespecifica. Concluimos
também que o ancestral comum das espécies viventes de Kentropyx ndo era restrito ao
ambiente florestal, como sugerido anteriormente, ¢ poderia estar tanto presente ou ausente na
Bacia Amazodnica. Consideramos ser mais provavel que o ancestral seja de savana e que os
eventos histdéricos que promoveram a diversificagdo do género foram: (i) isolamento dos
Escudos Central Brasileiro e das Guianas atribuido a uma introgressdo marinha do Mioceno,
associada a divergéncia basal de K. striata (uma espécies do Escudo das Guianas) e as demais
espécies de Kentropyx, especialmente o grupo monofilético paulensis que ocorre no Escudo
Central Brasileiro, (ii) a distribuicdo do grupo calcarata na Bacia Amazonica se deve
possivelmente a um evento de dispersdo ocorrido depois da retragdo marinha; (iii) a
distribuicdo de K. calcarata na Mata Atlantica provavelmente se deve a eventos mais
recentes (Quaterndrio) de dispersdo por corredores de floresta que ligaram os dois

ecossistemas; (iv) a diferenciagdo de K. vanzoi das demais espécies do grupo paulensis
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ocorreu durante o Mioceno, coincidindo com o isolamento da Chapada dos Parecis; (v) o
final do soerguimento epirogénico do Planalto Central no final do tercidrio pode ter
promovido a diferenciacdo de K. viridistriga nas depressdes do Pantanal e Guaporé e (vi) a
divergéncia entre K. paulensis e Kentropyx sp. pode ter ocorrido devido a especiagdo

parapatrica na depressdo arenosa do Tocantins.
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Tabela 5. Parametros do modelo de substituicdo selecionado pelo ModelTest para as regioes

12S e 16S.

Regido do DNA Freqiiéncia de bases Freqiiéncia de substitui¢gdes Distribui¢do Gama (G)
12S A =0,3323 A-C =1,0000 0,2503
C=0,2428 A-G =3,8806
G=0,1721 A-T =1,0000
T=0,2288 C-G =1,0000
C-T=12,9889
G-T =1,0000
16S A =0,3499 A-C=1,0000 0,1266
C=0,2571 A-G=6,1200
G=0,1642 A-T =1,0000
T=0,2288 C-G =1,0000
C-T =8,3267
G-T = 1,0000
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Legenda das figuras

Fig. 8. Areas geograficas usadas na analise de dispersdo vicariancia. A: Escudo das Guianas;
B: Bacia Amazonica; C: Mata Atlantica; D: Escudo Central Brasileiro; E: Bacia do Chaco-

Parana.

Fig. 9. Filogenia de Kentropyx inferida a partir dos dados morfoldgicos. (A) Arvore mais
parcimoniosa com os valores de suporte dos ramos bootstrap e Bremer, respectivamente. Os
valores de Bremer nio sdo absolutos porque eles foram divididos por 999. (B) Arvore
inferida por analise Bayesiana utilizando o modelo TrN+I+G, com os valores de

probabilidades a posteriori.

Fig. 10. Filogenia de Kentropyx inferida a partir das seqtiéncias de DNA mitocondrial 12S.
(A) Arvore mais parcimoniosa com os valores de suporte dos ramos bootstrap e Bremer,
respectivamente. (B) Arvore inferida por anélise Bayesiana utilizando o modelo TrN+G, com

os valores de probabilidades a posteriori.

Fig. 11. Filogenia de Kentropyx inferida a partir das seqiiéncias de DNA mitocondrial 16S.
(A) Arvore mais parcimoniosa com os valores de suporte dos ramos bootstrap e Bremer,
respectivamente. (B) Arvore inferida por anélise Bayesiana utilizando o modelo TrN+G, com

os valores de probabilidades a posteriori.

Fig. 12. Filogenia de Kentropyx inferida a partir da analise molecular combinada (12S+16S).

(A) Arvore mais parcimoniosa com os valores de suporte dos ramos bootstrap ¢ Bremer,
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respectivamente. (B) Arvore inferida por anélise Bayesiana utilizando o modelo TrN+G, com

os valores de probabilidades a posteriori.

Fig. 13. Filogenia de Kentropyx inferida a partir da combina¢do de dados morfoldgicos e
moleculares (12S+16S). (A) Arvore mais parcimoniosa com os valores de suporte dos ramos
bootstrap e Bremer, respectivamente. (B) Arvore inferida por analise Bayesiana utilizando o

modelo TrN+I+G, com os valores de probabilidades a posteriori.

Fig. 14. Cronograma de Kentropyx baseado na topologia obtida pela combinagdo dos dados
moleculares e morfoldgicos, com os tempos de divergéncia estimados a partir da abordagem

Bayesiana. As barras representam a média do tempo de divergéncia + desvio padrao.

Fig. 15. Duas reconstrugdes mais parcimoniosas da distribuicdo ancestral para cada n6
obtidas por andlise de dispersdo-vicariancia utilizando as cinco areas indicadas na Fig. 8 e o
cladograma por MP baseado em evidéncia total (molecular+morfoldgico). As setas indicam

eventos de dispersdo e as barras verticais indicam eventos de vicariancia.
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 12
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Fig.
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CAPITULO III - DESCRICAO UMA NOVA ESPECIE DE Cremidophorus (SQUAMATA:

TEIIDAE) DA REGIAO DO JALAPAO.

Colli, G. R., Giugliano, L. G. Mesquita, D. O., Franca, F. G. R. A new species of
Cnemidophorus from the jalapao region, in the central Brazilian cerrado.

Herpetologica. no prelo






Este capitulo trata da descricdo de uma nova espécie de Cnemidophorus encontrado
na regido nordeste do Cerrado. Esse bioma € uma das savanas tropicais com maior riqueza de
espécie e é considerado um “hotspot” de biodiversidade. E estimado que, com a taxa de
desmatamento atual, este ecossistema ira desaparecer por volta do ano 2030. O numero de
espécies sendo descobertas no Cerrado tem crescido linearmente, especialmente nos ultimos
50 anos. Este capitulo trata da descri¢do de uma nova espécie de Cnemidophorus da regido do
Jalapdo (C. jalapensis), no nordeste do bioma Cerrado. A andlise discriminante linear e o
modelo bayesianos indicaram que a combinag@o de caracteres meristicos (poros femorais,
escamas ao redor da cauda, préfemorais, dorsais e supralabiais) e variaveis categoricas
derivadas de folidose e coloragdo claramente distinguem C. jalapensis das congenéricas. A
nova espécie ¢ aparentemente parapatrica com C. mumbuca sendo que as essa espécies
ocorrem em lados opostos do Rio Novo. As duas espécies sdo ecologicamente e
morfologicamente semelhantes, compartilhando as seguintes caracteristicas: tamanho do
corpo pequeno, o nimero fixo de um ovo por ninhada, e pequeno niimero de poros femorais.
Cnemidophorus jalapensis ¢ aparentemente endémico da regido do Jalapao, na por¢ao
nordeste do Cerrado. O seu tamanho reduzido e sua distribui¢do geografica restrita sdo
consistentes com as previsoes feitas para Anuros do Cerrado, de que as novas espécies a
serem descritas devem ser pequenas e de distribuicdo restrita. Estes resultados enfatizam a
urgéncia de estudos da biota do Cerrado tendo em vista o acelerado processo de degradagio
deste bioma. O detalhamento da descricdo de C. jalapensis pode ser encontrado no

manuscrito submetido e aceito no peridodico Herpetologica (Anexo IV).
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CAPITULO IV - ANALISE DAS RELACOES FILOGENETICAS ENTRE AS ESPECIES
DE “CNEMIDOPHORINOS” (SQUAMATA, TEIIDAE) E SUA IMPLICACAO NA

COMPREENSAO DA ORIGEM, EVOLUCAO E BIOGEOGRAFIA DO GRUPO






INTRODUCAO

Os lagartos do género Cnemidophorus (Teiidae) se distribuem por toda a América do
Sul, desde a Argentina até a Venezuela, habitando também algumas ilhas da América Central.
Estes lagartos sdo tipicos de vegetagdo aberta, sendo encontrados em enclaves savanicos da
Amazodnia, no Cerrado, Caatinga e Campos Sulinos, entre outros biomas sul-americanos (Tio
Vallejo e Miranda 1984, Magnusson et al. 1986, Wright et al. 1993, Feltrim e Lema 2000). A
sistematica do género € considerada uma das mais complexas entre os répteis (Wright et al.
1993), o seu posicionamento filogenético esta indefinido (Giugliano et al. 2007) e o seu
monofiletismo ¢ questionavel (Reeder et al. 2002, Giugliano et al. 2006). Entretanto, diversos
estudos indicam que os “cnemidophorinos” (grupo composto por Cnemidophorus, Ameiva,
Kentropyx e Aspidoscelis) formam um grupo monofilético (Vanzolini e Valencia 1965,
Gorman 1970, Presch 1974, Reeder et al. 2002, Teixeira 2003, Giugliano et al. 2007), o que
indica que a inclusdo dos demais géneros de “cnemidophorinos” € necessaria para a melhor
compreensdo das relagdes filogenéticas de Cnemidophorus.

Aspidoscelis é composto por espécies da América do Norte e América Central,
anteriormente alocadas no género Cnemidophorus, e ressurgiu recentemente na literatura
baseado em uma analise filogenética utilizando dados moleculares, aloenzimaticos e
morfoldgicos (Reeder et al. 2002). Esta andlise, além de suportar o monofiletismo deste
género, indicou que os Cnemidophorus sul-americanos sdo parafiléticos sendo, com excecao
de C. longicauda Bell 1843, mais aparentados com Ameiva e Kentropyx (Reeder et al. 2002).
Esses autores inferiram o posicionamento de C. murinus (Laurenti 1768) (espécie tipo do
género) e C. ocellifer apenas com base em dez caracteres morfologicos e, portanto, a
reclassificacdo necessaria das espécies sul-americanas ndo foi proposta devido a falta de

dados.
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Kentropyx € restrito a América do Sul a leste dos Andes (Gallagher e Dixon 1992) e
se distingue de todos os outros géneros de Teiidae (Squamata, Reptilia) pela presenca de
escamas ventrais quilhadas (Gallagher 1979). Em uma ampla revisdo taxondmica, oito
espécies distribuidas em trés grupos foram reconhecidas por Gallagher e Dixon (1980,
Gallagher e Dixon 1992): (1) o grupo calcarata (Kentropyx calcarata, K. pelviceps e K.
altamazonica), (2) o grupo paulensis (K. paulensis, K. viridistriga e K. vanzoi) e (3) o grupo
striata (K. striata e K. borckiana). As relagdes filogenéticas dentro deste género € os
possiveis cendrios evolutivos ja foram explorados no (Werneck et al. 2009) e corroboram o
monofiletismo dos trés grupos, sendo K. striata o primeiro a divergir. Apesar de ndo haver
um teste formal, estudos anteriores (Reeder et al. 2002, Werneck et al. 2009) e a existéncia de
varias autapomorfias indicam o monofiletismo do género.

Ameiva ¢ composto por cerca de 32 espécies, encontradas principalmente nas Antilhas
(18 espécies), América do Sul e América Central. Mesmo incluindo apenas seis espécies do
género, a andlise de Reeder et al. (2002) indicou o parafiletismo de Ameiva. Em um estudo
posterior, a analise filogenética baseada em seqiiéncias de DNA mitocondrial 12S e 16S
indicou o monofiletismo das espécies das Antilhas e dividiu este clado em quatro: (1) grupo
auberi (A. auberi Cocteau, 1838 e A. dorsalis Gray, 1838), (2) grupo exsul (A. exsul (Cope,
1862), A. polops Cope, 1862 e A. wetmorei Stejneger, 1913), (3) grupo lineolata (A.
chrysolaema Cope, 1868, A. lineolata Duméril & Bibron 1839, 4. maynardi Garman, 1888 ¢
A. taeniura Cope, 1862); e (4) grupo plei (A. cineracea Barbour e Noble 1915, 4. corax
Censky e Paulson 1992, 4. corvina Cope, 1861, A. erythrocephala Daudin, 1802, A. fuscata
Garman, 1887, A. griswoldi Barbour, 1916, A. major Duméril & Bibron 1839, 4. plei
Duméril e Bibron 1839 e A. pluvianotata Garman, 1887) (Hower e Hedges 2003).

Atualmente s3o conhecidas 22 espécies de Cnemidophorus, sendo que dez destas

foram descritas nos ultimos quinze anos. Esse aumento no niimero de espécies nas ultimas
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décadas indica que grande parte da biodiversidade deste género permanece desconhecida.
Além disso, cinco espécies se encontram em alguma lista de animais ameacgados de extingao.
Cnemidophorus abaetensis Dias, Rocha e Vrcibradic, 2002, C. [ittoralis Rocha, Araujo,
Vrcibradic e da Costa, 2000, C. nativo Rocha, Bergallo e Peccinini-Seale, 1997 e C.
vacariensis Feltrim e Lema 2000 estdo na Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira
Ameacadas de Extingdo (instrugdes normativas n° 03 de 27 de maio de 2003 e n° 05 de 21 de
maio de 2004 do MMA) e C. vanzoi (Schwartz e Henderson 1991) encontra-se na lista
vermelha da IUCN como espécie vulneravel (IUCN, 2009). Além destas, C. parecis Colli,
Costa, Garda, Kopp, Mesquita, Peres, Valdujo, Vieira e Wiederhecker, 2003, apesar de ndo
constar em nenhuma lista, ¢ uma espécie endémica, de baixa variabilidade genética, que
habita uma regido de Rondonia sob intensa pressao antropica (Colli et al. 2003b, Giugliano et
al. 2006). Assim, a falta de estudos, que levem a melhor compreensdo da sistematica e
biologia deste género e que permitam o estabelecimento de prioridades de conservagdo, pode
levar a extin¢do de espécies que nem sequer foram descritas. Essas 22 espécies podem ser
divididas em quatro complexos: lemniscatus, ocellifer, lacertoides e longicauda.

O complexo lemniscatus ¢ formado por cinco espécies que habitam as savanas
amazonicas e se caracterizam pela presenca de um espordo pré-cloacal nos machos e um
grande numero de poros femorais (> 40) (Avila-Pires 1995). Dessas cinco, duas sdo
unisexuais (partenogenéticas), C. cryptus Cole e Dessauer 1993 e C. pseudolemniscatus Cole
e Dessauer 1993, e trés sdo bissexuais, C. lemniscatus (Linnaeus 1758), C. gramnivagus ¢ C.
arenivagus Markezich 1997. As espécies partenogenéticas sdo de origem hibrida, sendo que
C. cryptus se originou do cruzamento de C. lemniscatus e C. gramivagus (Sites et al. 1990,
Cole e Dessauer 1993). A analise do DNA mitocondrial indicou que C. cryptus teve sua
origem materna de uma populacdo de C. lemniscatus (Vyas et al. 1990). Cnemidophorus

pseudolemniscatus ¢ tripldide e se originou do cruzamento de uma fémea de C. cryptus € um
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macho de C. lemniscatus (Dessauer et al. 1989). Cole e Dessauer (1993) sugeriram que a
Hipotese dos Refugios Pleistocénicos (Haffer 1979), aplicada as savanas amazdnicas, poderia
explicar a evolucdo do grupo e propuseram o seguinte cenario evolutivo. Em um periodo
mais seco do Quaternario em que as savanas eram predominantes, teria ocorrido a dispersdo
de um ancestral bissexual deste grupo para a Amazdnia. Em conseqiiéncia do aumento da
umidade em um periodo subseqiiente, essas savanas ficariam restritas a pequenos refugios
acarretando o isolamento reprodutivo de populagdes deste ancestral, originando pelo menos
duas espécies: C. lemniscatus e C. gramivagus. Com o retorno do clima mais seco, as savanas
se expandiram e, novamente, se tornaram conectadas. Isso teria possibilitado a hibridizagao
destas duas espécies, originando C. cryptus. Numa etapa posterior, a hibridizagao de C.
cryptus € C. lemniscatus teria originado C. pseudolemniscatus.

Quatro espécies de Cnemidophorus sdo encontradas em ilhas proximas a costa da
Venezuela (C. murinus, C. arubensis Lidth de Jeude 1887, C. vanzoi e C. nigricolor Peters
1873) e provavelmente estao relacionadas ao complexo lemniscatus (Sites et al. 1990, Reeder
et al. 2002). A analise de marcadores de microssatélites revelou uma forte diferenciagdo
genética entre as populacdes de C. vanzoi das duas pequenas ilhas na costa de Santa Lucia
(Maria Maior e Maria Menor), indicando a existéncia de duas unidades evolutivamente
significativas (Moritz 1994) dentro da espécie (Funk e Fa 2006).

O complexo ocellifer caracterizado pelo menor nimero poros femorais, auséncia de
espordo pré-cloacal e presenga de granulos nos semicirculos supraorbitais (Dias et al. 2002),
¢ composto por sete espécies. Cnemidophorus ocellifer (Spix 1825) possui ampla
distribuicdo, desde a regido nordeste do Brasil até o norte da Argentina (Vanzolini et al. 1980,
Tio Vallejo e Miranda 1984). As outras seis espécies, C. nativo, C. littoralis, C. abaetensis,
C. mumbuca Colli, Caldwell, Costa, Gainsbury, Garda, Mesquita, Filho, Soares, Silva,

Valdujo, Vieira, Vitt, Werneck, Wiederhecker e Zatz 2003, C. parecis e C. jalapensis Colli,
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Giugliano, Mesquita e Franga, 2009 foram encontradas, respectivamente, em Linhares (ES),
Barra de Marica (RJ), Dunas de Abaeté em Salvador (BA), Mateiros (TO), Vilhena (RO) e
Ponte Alta do Tocantins (TO). Dessas sete espécies, apenas C. nativo se reproduz por
partenogénese (Rocha et al. 1997).

O complexo lacertoides (definido como grupo lacertoides por Cei 1993) ¢
caracterizado pela auséncia de semicirculos supraorbitais granulares e auséncia de opérculo
auricular triangular (Feltrim e Lema 2000). Esse grupo € composto por quatro espécies: C.
lacertoides Duméril e Bibron 1839, da Argentina, Uruguai e sul do Brasil (Peters e Danoso-
Barros 1970); C. vacariensis encontrado no Rio Grande do Sul (Feltrim e Lema 2000)
(Stahnke et al. 2006); C. leachei, Peracca 1897, encontrado na provincia de Jujuy na
Argentina (Cei e Scrocchi 1991) e C. serranus Cei e Martori 1991, encontrado na serras de
Cérdoba na Argentina (Cei e Martori 1991). Nas analises de Reeder et al. (2002), C.
lacertoides é fracamente suportado como grupo irmao do clado sul-americano composto por
Kentropyx, espécies de Ameiva continentais e Cnemidophorus do grupo lemniscatus.

Por fim, o complexo longicauda (definido como grupo longicaudus por Cei 1993) ¢
caracterizado pela presenga de uma projecdo opercular sobre o timpano e € composto por
duas espécies: C. longicauda (Bell 1843) e C. tergolaevigatus Cabrera 2004. Esse complexo,
com distribuicdo mais ao extremo sul dentre os Cnemidophorus, é encontrado exclusivamente
na regido biogeografica denominada “Provincia del Monte” na Argentina. Cnemidophorus
tergolaevigatus se distribui mais ao norte, nas provincias de La Rioja e Catamarca, e C.
longicauda mais ao sul, incluindo o sul de La Rioja, San Juan, Mendonza, La Pampa,
Neuquén e Rio Negro (Cabrera 2004, Yoke et al. 2006). Estas duas espécies se diferem
principalmente pela coloragdo: C. longicauda possui um padrdo de listras bem evidente no
dorso, que esta ausente ou menos destacado em C. fergolevigatus (Cabrera 2004, Yoke et al.

2006). Um estudo filogeografico (Yoke et al. 2006) abrangendo a area de distribui¢do de
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ambas as espécies detectou um alto nivel de estruturacdo genética, sendo as populagdes do
norte claramente distintas das do sul, corroborando a existéncia de duas espécies. Esses
autores concluiram também que a cadeia de montanhas Famatina-Safiogasta delimita os dois
grupos, sendo possivelmente a barreira atual para o fluxo genético. Baseado na estimativa do
tempo de divergéncia entre 6,6-10,8 milhdes de anos (Mioceno), Yoke et al. (2006)
sugeriram que o Mar Paranaense (resultado de uma transgressdo marinha) foi a barreira
geografica que levou ao isolamento e diferenciagdo das duas espécies.

Este capitulo trata das relagdes filogenéticas entre as espécies de Cnemidophorus,
incluindo os outros "cnemidophorinos" no grupo interno, utilizando dados morfologicos, de
DNA mitocondrial 12S e 16S e de DNA nuclear c-mos. Duas abordagens de analise foram
utilizadas: maxima parcimonia e métodos bayesianos. Os tempos de divergéncia de cada
clado também foram estimados por métodos bayesianos. Por fim, neste capitulo € proposto

um cenario biogeografico para a evolugdo de Cnemidophorus.

MATERIAL E METODOS

Espécimes

Neste capitulo foram incluidas dezessete das dezenove espécies bisexuais ja descritas € uma
espécie ndo descrita de Cnemidophorus, todas as oito espécies bisexuadas de Kentropyx
(sendo uma ainda nao descrita), 22 espécies de Ameiva (sendo duas ainda ndo descritas), nove
espécies de Aspidoscelis e, como grupos externos, Tupinambis, Dicrodon e Teius (Anexo V).
Para efeito de discussdo, as espécies de Cnemidophorus das Antilhas serdo consideradas
como parte do complexo lemniscatus.

Caracteres morfologicos

Foram obtidos dados de morfologia externa incluindo variaveis da folidose, dos padrdes de

coloragdo e da lingua dos espécimes de institui¢des listadas no Anexo V. Para cada espécime
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foram obtidos os seguintes caracteres meristicos: supralabiais (numero de escamas
aumentadas ao longo da maxila, total de ambos os lados); infralabiais (numero de escamas
aumentadas ao longo da mandibula, total em ambos os lados); supraoculares (nimero de
escamas supraoculares do lado esquerdo); parietais (nimero de escamas parietais, incluindo
as interparietais); dorsais (ao longo de uma linha longitudinal da regido occipital até a
primeira fileira transversal da cauda); escamas ao redor do meio do corpo (na regido central,
entre os membros anteriores e posteriores, excluindo as ventrais); fileiras transversais de
ventrais (a partir da prega gular posterior até¢ a margem anterior dos membros posteriores);
ventrais em uma fileira transversal (na regido central, entre os membros anteriores e
posteriores); poros femorais (nimero total de ambos os lados); pré-femorais (nimero de
escamas aumentadas em uma fileira na face ventral da coxa, contadas na regido central entre
o joelho e o quadril, em uma fileira do poro femoral até as escamas granulares na face dorsal
da coxa); fileiras de pré-femorais (contadas do quadril até o joelho); fileiras de infratibiais
(numero de escamas grandes em uma fileira longitudinal do joelho até o primeiro metatarso);
pré-anais (nimero de escamas grandes na regido pré-anal, contadas a partir do poro femoral
mais central até a cloaca); lamelas do quarto dedo (contadas na face ventral do dedo); lamelas
do quarto artelho (contadas na face ventral do artelho).

Os seguintes caracteres qualitativos foram obtidos: bainha lingual [(0) presente, (1)
ausente], borda posterior da por¢ao escamosa da lingua [(0) ndo bifurcada ou apenas
ligeiramente bifurcada, (1) claramente bifurcada], superficie das escamas ventrais [(0) lisa,
(1) quilhada), tipo de escamas dorsais [(0) granulos, (1) um pouco alargadas, ndo imbricadas,
(2) alargadas e imbricadas), espordo pré-cloacal em machos [(0) ausente, (1) presente],
escamas pos-antebraquiais [(0) granular, (1) ligeiramente alargada, (2) alargada], escamas
mesoptiquiais margeando a prega gular posterior [(0) um pouco maior que as escamas dentro

da prega posterior, as mesoptiquiais mais anteriores tornam-se alargadas abruptamente
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(Echternacht 1971: 43, Fig. 18); (1) um pouco maior que as escamas dentro da prega, as mais
anteriores progressivamente maiores € as proximas mais anterior gradativamente menores
(Burt 1931: 24, Fig. 4), (2) abruptamente maiores que as escamas da prega, as mais anteriores
reduzem gradativamente]; primeiro par de mentais separado das infralabiais por uma fileira
de escamas granulares [(0) primeiro, (1) segundo, (2) terceiro]; pregas gulares [(0) 1 prega,
(1) 2 pregas]; semicirculos [grau de contato entre as supraoculares e as escamas do meio da
cabeca: (0) sem contato; (1) sem contato com o semicirculo isolando a primeira supraocular;
(2) supraoculares contactando as frontais e parietais; (3) supraoculares contatando as frontais;
(4) supraoculares contactando as parietais]; nivel de contato entre o primeiro par de mentais
[(0) sem contato, (1) contato menor que a metade do seu comprimento, (2) contato maior que
a metade do seu comprimento]; ocelos laterais [(0) ausentes, (1) presentes], ocelos na perna
[(0) ausentes, (1) presentes], linha vertebral [(0) ausente, (1) presente]; linha paravertebral
[(0) ausente, (1) presente]; linha dorsolateral [(0) ausente, (1) presente], linha lateral superior
[(0) ausente, (1) presente].

Os caracteres meristicos, com exce¢do de ventrais em uma fileira transversal, parietais
e supraoculares, foram codificados por gap coded (Archie 1985), utilizando um tergo do
desvio padrdo como ponto de corte. As trés excegdes foram codificadas pelo mesmo esquema
adotado por Reeder (2002), para permitir o aproveitamento da matriz fornecida por esses
autores. Todos os caracteres meristicos foram considerados ordenados em todas as anélises.
Com o objetivo desses caracteres ndo apresentarem um peso maior nas analises por
parcimonia por adicionar um grande nimero de passos, foi aplicado um esquema de pesos
para que o custo de uma transformacao de estado dos caracteres qualitativos seja equivalente
ao peso da maior transformacdo de estado dos caracteres quantitativos. Assim, todos os
caracteres discretos e os ordenados com dois estados tiveram peso 60, os ordenados com 3

estados peso 30, os ordenados com 4 estados peso 20, com 5 estados peso 15 e, com seis
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estados, peso 12. Consequentemente, este esquema de pesos resultou em cladogramas com
comprimentos ¢ indices de Bremer multiplicados por 60. Portanto, estes dois indicadores
foram divididos por 60 para permitir a comparagdo com outros estudos.

Caracteres moleculares

Neste trabalho foram utilizadas as seqiiéncias de nucleotideos do DNA mitocondrial das
regides 12S e 16S e do DNA nuclear da regido do c-mos previamente publicados no
GenBank (NCBI, 2009) ou obtidos por seqiienciamento automatico (Anexo V). O DNA
gendmico foi extraido de amostras de figado ou musculo preservadas em etanol absoluto
utilizando-se o kit DneasyTM Tissue (QIAGEN). Fragmentos das regides 12S (+ 350pb) e
16S (£ 500pb) do DNA mitocondrial foram amplificados por PCR utilizando os iniciadores
12Sa, 12Sb, 16SaR e 16Sd e as condigdes de reagdo descritas por Reeder (1995). Os
fragmentos da regido de c-mos foram amplificados utilizando os iniciadores G73 e G74
descritas por Saint et al. (1998).

As reacdes de seqiienciamento foram realizadas utilizando o DYEnamicTM ET
terminator cycle sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden). As seqiiéncias dos
produtos desta reacdo de PCR foram analisadas em um seqlienciador automatizado de DNA
ABI Prism 377 (Applied Biosystems, CA), em condi¢des padronizadas pelo fabricante.
Todos os fragmentos amplificados foram seqiienciados nos dois sentidos (senso e anti-senso).
Os programas SeqScape v2.1 (software da ABI) e BioEdit 5.09 (Hall 1999) foram utilizados
para analise dos cromatogramas e edi¢do das seqii€éncias senso € anti-senso para a obtengao
da fita consenso. Quando possivel, dois individuos da mesma localidade foram seqiienciados
para o controle de contaminag@o do seqiienciamento.

O alinhamento multiplo das regides de RNA ribossdmico mitocondrial 12S e 16S foi
realizado pela associacdo dos programas SCARNA (Tabei et al. 2006) e MAFFT (Katoh et

al. 2005), permitindo a incorpora¢do da informacdo da estrutura secundaria dos RNA nao
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codificantes (Katoh e Toh 2008). O alinhamento de c-mos (regido nuclear codificante do
fator MOS de maturagdo do odcito) foi realizado com o programa ClustalW (Thompson et al.
1997).

Anadlises Filogenéticas

As analises filogenéticas foram feitas independentemente para as sequéncias mitocondriais,
sequéncias nucleares e para os dados morfologicos e ainda de forma combinada. Duas
abordagens de analise foram utilizadas: méxima parcimonia (MP), usando os programas
PAUP* v.4.0b10 (Swofford 1999) e TNT (Goloboff et al. 2008), e métodos bayesianos
usando o programa MrBayes v.3.0b4 (Huelsenbeck e Ronquist 2001). Para analise de MP, foi
utilizado o algoritmo de busca heuristica stepwise addition, com adig¢do aleatéria das
sequéncias, com 1000 réplicas sendo armazenadas, 10 arvores por réplica e os indels sendo
codificados como uma quinta base (Giribet € Wheeler 1999). O suporte de cada clado
resultante das andlises por MP foi determinado por bootstrap, com 1000 replicagdes
(Felsenstein 1985), e pelo indice de Bremer (Bremer 1994), usando os programas MacClade
4.0 (Maddison e Maddison 1999) e PAUP. Clados com valores de bootstrap maiores de 70%
e com indice de Bremer maior ou igual a quatro foram considerados bem suportados
(Felsenstein 1985, Hillis e Bull 1993).

Nas analises bayesianas, foi utilizado o modelo de evolugdo mais apropriado para
cada regido mitocondrial inferido pelo programa ModelTest por hIRTs (Hierarchical
Likelihod Ratio Tests) (Posada e Crandall 1998) e o modelo codon (implementado pelo
proprio programa MrBayes) para a analise de c-mos. Nas analises conjuntas, cada regido
gendmica seguiu o seu melhor modelo evolutivo e os dados morfologicos seguiram o
esquema abaixo: caracteres quantitativos seguiram o modelo ordenado (ordered model) e, os
demais, o modelo padrio (standard model). Como os modelos disponiveis no Modeltest 3.7

ndo consideram os indels como um estado de caractere, esses foram excluidos da analise
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filogenética bayesiana. A analise bayesiana se iniciou gerando arvores aleatorias e prosseguiu
por 2,0 x 10° geragdes. As arvores foram amostradas a cada 100 geracdes, produzindo um
total de 20000 arvores. A variagdo do logaritmo da verossimilhang¢a ao longo das geracdes foi
analisada graficamente para a detecg¢do da fase estacionaria. Todas as arvores geradas antes
da fase estacionaria foram descartadas da andlise por serem consideradas amostras que ndo
contem informagdes Uteis a respeito dos parametros. Para cada andlise, duas corridas
independentes foram conduzidas. A freqiiéncia de cada clado na &rvore de consenso da
maioria da fase estaciondaria das duas corridas independentes representa a probabilidade a
posteriori de cada n6 (Huelsenbeck e Ronquist 2001). Foram considerados como clados bem
suportados aqueles com probabilidade a posteriori > 95.

Para cada conjunto de dados, diferentes nimeros de taxons foram amostrados devido
a dificuldade de acesso ao tecido para extracdo de DNA, ou aos espécimes para os dados
morfoldgicos, e as diferentes disponibilidades de sequéncias no GenBank. Dos 62 taxons
analisados, foram obtidas as sequéncias 12S e 16S de 60 taxons, c-mos de 29 taxons e dados
morfoldgicos de 44. Os tdxons em que faltavam os dados morfoldgicos ou de c-mos foram
incluidos nas analises combinadas (dados faltantes em torno de 30%, Wiens e Reeder 1995,
Reeder e Wiens 1996). Ja no caso de C. murinus e C. arubensis, em que apenas os dados
morfoldgicos estavam disponiveis (menos de 5% do total), a analise combinada total foi feita
duas vezes: uma incluindo e a outra excluindo essas espécies. O cladograma apresentado é o
resultado da analise em que as espécies foram excluidas, sendo apenas indicado o
posicionamento de C. arubensis e C. murinus resultantes da analise em que ambas as espécies
foram incluidas. Este esquema foi adotado uma vez que a inclus@o de tdxons com mais de
75% de dados faltantes reduz fortemente a acurécia filogenética geral das arvores estimadas

(Wiens e Reeder 1995).
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Datagdo Molecular

O tempo de divergéncia foi estimado no programa MULTIDISTRIBUTE (Thorne et
al. 1998, Kishino et al. 2001, Thorne e Kishino 2002) com base na abordagem bayesiana do
relégio molecular relaxado. Para essa analise, foi utilizada a topologia da arvore mais
parcimoniosa da analise combinada (morfologia + 12S + 16S + c-mos). A origem dos
"cnemidophorinos" foi calibrada com em Giugliano et al. (2007): entre 53-18 (intervalo de
confianca) milhdes de anos atrds. Também foram utilizados os seguintes pontos de
calibragdo: (1) o registro fossil mais antigo de Cnemidophorus norte-americano (Estes e
Tihen 1964) do Mioceno tardio (5 milhdes de anos), para calibrar o tempo minimo de origem
dos Aspidoscelis; (2) a estimativa de Hower e Hedges (2003) para calibrar a origem dos
quatro grupos de Ameiva das Antilhas (entre 10 e 15 milhdes de anos); (3) a estimativa de
Werneck et al. (2009) para a divergéncia entre K. striata e as demais espécies de Kentropyx
(entre 16 e 40 milhdes de anos) e a estimativa de Yoke et al. (2006) para a divergéncia entre

as duas espécies do complexo longicauda (entre 7 e 11 milhdes de anos).

RESULTADOS
Filogenia a partir dos dados moleculares
Tanto para a regido 12S quanto para a 16S, o melhor modelo selecionado a partir do teste de
razao de verossimilhangas (/ikelihood ratio test) implementado no programa ModelTest foi o
TrN+I+G (modelo de Tamura— Nei (Tamura e Nei 1993); I, sitios invariaveis; G, distribui¢do
gama). Os valores inferidos dos parametros do modelo estdo na Tabela 6.

O alinhamento multiplo da regido 12S resultou em 432 caracteres, sendo 167
informativos, e o alinhamento multiplo da regido 16S resultou em 492 caracteres, sendo 147
informativos para a analise de parcimonia. A busca heuristica (randomica com 1000 réplicas)

da andlise conjunta 12S e 16S resultou em dois cladogramas mais parcimoniosos com 2202
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passos (CI=0,329, RI=0,608). O consenso estrito destes dois cladogramas apresenta nove
grupos bem suportados pelo indice de Bremer: (1) complexo lemniscatus (Cnemidophorus da
Amazonia e Antilhas); (2) Aspidoscelis; (3) complexo longicauda; (4) espécies de Ameiva
das Antilhas; (5) complexo lacertoides; (6) Kentropyx e A. undulata (sendo Kentropyx
monofilético); (7) espécies de Ameiva do continente e C. parecis; (8) espécies de
Cnemidophorus do litoral: C. littoralis e C. abaetensis; (9) demais espécies do complexo
ocellifer (Fig. 16A). A andlise bayesiana também recuperou os grupos 1-3, 5, 8 e 9, definidos
na andlise de parcimoénia, com alto suporte (Fig. 16B). As espécies de Ameiva das Antilhas
(4) e o grupo formado por Kentropyx e A. undulata (6) mostraram baixo suporte dos ramos. O
unico grupo bem suportado na andlise de parcimdnia que foi incongruente com o resultado da
analise bayesiana foram as espécies de Ameiva do continente. Na arvore consenso da analise
bayesiana, A. festiva ¢ A. quadrilineata ndo formam um grupo irmao das demais espécies de
Ameiva do continente.

O alinhamento da regido nuclear c-mos resultou em 375 caracteres, sendo 31
informativos para a analise de parcimonia. A busca heuristica (randomica com 1000 réplicas)
a partir desses dados produziu 65 cladogramas mais parcimoniosos com 87 passos (CI=0,862,
RI=0,903). O consenso estrito das 65 arvores mais parcimoniosas resultou em apenas um
grupo bem suportado pelo indice de Bremer representando o complexo lacertoides. Esta
analise também resultou na formac¢ao dos seguintes grupos bem suportados por bootstrap: (1)
Ameiva e C. parecis; (2) complexo longicauda; (3) espécies de Cnemidophorus do litoral: C.
littoralis e C. abaetensis e (4) espécies de Kentropyx menos K. striata. Estes mesmo cinco
grupos também foram fortemente suportados pela analise bayesiana a partir dos caracteres de
c-mos (Fig. 17B) e pelas duas analises feitas a partir das regides mitocondriais (Fig. 16). A
analise bayesiana com c-mos também resultou no grupo de alto suporte formado pelas

espécies do complexo ocellifer.
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A andlise conjunta dos dados moleculares incluiu 1299 caracteres, sendo 375
informativos para a analise de parcimonia. A busca heuristica (randomica com 1000 réplicas)
a partir destes dados resultou em 3 cladogramas mais parcimoniosos com 2295 passos
(CI=0,348, RI=616). O consenso estrito destas trés arvores (Fig. 18A) apresentou os mesmos
9 grupos bem suportados pelo indice de Bremer da anélise por parcimonia a partir das
seqiiéncias mitocondriais (Fig. 16A). A andlise bayesiana apresentou alto suporte em seis
destes nove grupos (Fig. 18B). O grupo formado pelas espécies de Ameiva das Antilhas € o
formado por Kentropyx e A. undulata (sendo Kentropyx monofilético) obtiveram baixo
suporte e o posicionamento do grupo formado por 4. festiva e A. undulata estd indefinido.
Em contrapartida, esta ultima analise suporta fortemente o monofiletismo das espécies de

Ameiva do continente.

Filogenia a partir dos dados morfologicos

As médias obtidas para os caracteres quantitativos e a matriz morfoldgica final estdo
apresentadas, respectivamente, na Tabela 7 e no Anexo VI. A busca heuristica (randémica
com 1000 réplicas) a partir de 33 caracteres morfologicos resultou em 270 cladogramas mais
parcimoniosos com 93 passos. Apenas o monofiletismo de Kentropyx e do complexo
longicauda obtiveram alto suporte nesta andlise (Fig. 19A). Ja no caso da analise bayesiana, a
partir do mesmo conjunto de dados, apenas o monofiletismo do grupo longicauda foi
fortemente suportado (Fig. 19B). Apesar disso, a maioria dos demais grupos formados por
esta ultima analise estdo de acordo com o obtido nas analises moleculares formando 5 grupos
congruentes: (1) complexo longicauda; (2) complexo lacertoides; (3) Cnemidophorus do
litoral: C. littoralis e C. abaetensis; (4) complexo lemniscatus; (5) Kentropyx. Entretanto, ao
contrario do obtido nas analises moleculares, os dados morfologicos indicam Ameiva como

monofilético com a inclusdo de C. parecis.
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Anadalise combinada: morfologia + DNA

A busca heuristica (randomica com 1000 réplicas) a partir de 1332 caracteres da analise
combinada total resultou em 6 cladogramas mais parcimoniosos com 2573 passos (CI=0,393,
RI=0,616). Altos indices de Bremer foram obtidos para os nove grupos bem suportados
descritos para a analise a partir das seqii€ncias de DNA mitocondrial (Fig. 20A). Estas
analises indicam fortemente que tanto Kentropyx quanto Aspidoscelis sao monofiléticos e
que, apesar do baixo suporte obtido para a relagdo entre os nove grupos, Ameiva e
Cnemidophorus sdo parafiléticos. A andlise bayesiana fortemente suporta sete dos nove
grupos bem suportados da andlise de parcimonia (Fig. 20B). Apenas o grupo que inclui
Kentropyx (monofilético) e A. undulata obteve baixo suporte nessa analise € o monofiletismo
de Ameiva do continente ndo ¢ corroborado. Em contraposi¢do, o monofiletismo do complexo
ocellifer ¢ fortemente suportado pela anélise bayesiana e obteve um baixo suporte por
parcimoénia. Assim, para efeito de discussao, o grupo composto pelo complexo ocellifer
(menos C. parecis) foi considerado como monofilético compondo os seguintes oito grupos
bem estabelecidos a partir da combinagdo total dos dados: (1) complexo lemniscatus; (2)
complexo lacertoides; (3) Ameiva do continente; (4) Kentropyx mais A. undulata; (5)
Aspidoscelis; (6) complexo ocellifer; (7) complexo longicauda; (8) Ameiva das Antilhas (Fig.
21). A relacdo entre os grupos permaneceu mal resolvida em ambas as analises.

Datacao Molecular

O cronograma obtido a partir da datacdo molecular (Fig. 22) indica que a maioria dos grupos
(1-6, Fig. 21) se originou durante o Oligoceno e que a diversificagdo dentro de cada grupo
ocorreu principalmente no Mioceno. Apenas no caso das espécies do complexo ocellifer,

menos C. littoralis e C. abaetensis, a maioria das divergéncias dentro do grupo ocorreu no
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Plioceno/Quaternario. Os resultados deste trabalho também indicam que apenas as

divergéncias entre algumas poucas espécies irmds ocorreram no Quaternario.

DISCUSSAO

Excluindo C. parecis, as reconstrucdes baseadas em evidéncia total (dados
moleculares e morfologicos), tanto por MP quanto por métodos bayesianos, corroboram o
monofiletismo dos quatro complexos (grupos fenéticos) de Cnemidophorus (Cei 1993, Cole e
Dessauer 1993, Markezich et al. 1997, Rocha et al. 2000) de Kentropyx e de Aspidoscelis
indicado por estudos anteriores (Reeder et al. 2002, Giugliano et al. 2006, Werneck et al.
2009). Entretanto, as relagdes entre os grupos foram fracamente suportadas (Fig. 20). Apesar
desta ressalva, a arvore de consenso estrito de evidéncia total corrobora o parafiletismo de
Cnemidophorus e de Ameiva (Reeder et al. 2002, Giugliano et al. 2006). Assim, 0S n0ossos
dados indicam a existéncia dos oito grupos definidos na Fig. 21.

Dentro de Aspidoscelis, as analises (evidéncia total, parcimdnia, Fig. 20A) resultaram
em uma topologia congruente com os resultados de Reeder et al. (2002), o que € esperado
uma vez que a maioria dos dados deste grupo utilizados neste capitulo foi obtida deste
mesmo estudo. Em contrapartida, ¢ interessante observar que apesar deste capitulo ter
utilizados outro método de alinhamento, um maior numero de taxons sul-americanos e alguns
outros dados como seqii€ncias de c-mos e morfologia, a topologia obtida dentro deste grupo
foi congruente com o obtido em estudo anterior (Reeder et al. 2002). A analise bayesiana
resultou em uma topologia semelhante (Fig. 20B), apenas com uma diferenga no
posicionamento de A. tigris, que ficou mais proximo do grupo sex/ineata que do grupo deppei
(grupos definidos em Wright (1993)), como encontrado por parcimdnia. Entretanto o suporte

do clado € baixo em ambas as analises.
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As anélises também indicam o parafiletismo de Ameiva com a formagao de dois
grupos: (1) Ameiva do continente e C. parecis e (2) Ameiva das Antilhas e A. undulata mais
proximo a Kentropyx. Este resultado corrobora o encontrado em estudos anteriores (Reeder et
al. 2002, dos Santos et al. 2007), agora com um maior niimero de tdxons. Nossas analises,
também suportam fortemente que C. parecis ¢ mais aparentado com Ameiva do continente do
que com os demais Cnemidophorus indicando a necessidade da realocagdo desta espécie.
Este posicionamento filogenético de C. parecis ja havia sido encontrado por Giugliano
(2006) baseado em dados bioquimicos. Além disso, C. parecis possui trés caracteristicas
tipicas de Ameiva: dez ventrais em uma fileira transversal e a borda posterior da por¢ao
escamosa da lingua ndo bifurcada com presenca de bainha lingual ((Colli et al. 2003b),
Tabela 7 e Anexo VI). Dentro do grupo Ameiva do continente, cinco espécies (4. ameiva, A.
bifrontata, C. parecis e as duas espécies ndo descritas) sdo exclusivamente sul-americanas e
formam um clado fortemente suportado pela analise de evidéncia total tanto por parcimonia
quanto pela analise bayesiana (Fig. 20 e 21). Baseado-se na datagdo molecular, a maior parte
da diversificag@o deste grupo teria ocorrido no Mioceno (Fig. 22). De acordo com esse
resultado, a primeira divergéncia ocorreu entre o clado formado por 4. ameiva e A. bifrontata
e o clado formado por C. parecis e as espécies ndo descritas de Ameiva no meio do Mioceno,
ha cerca de 14 milhdes de anos. Este ¢ 0 mesmo periodo da ocorréncia do sistema de Pebas
que consiste em uma série de lagos e areas inundadas que se expandiram até cobrir grandes
areas da regido oeste da Amazonia entre 16-9 milhdes de anos atras (Rasanen et al. 1995,
Webb 1995, Wesselingh e Salo 2006). Assim, o sistema de Pebas pode ter servido de barreira
geografica para a divergéncia entre este dois clados, ficando A. ameiva e A. bifrontata ao
norte do sistema e as demais espécies ao sul, com a posterior colonizag@o das outras regides

por A.ameiva (Fig. 21 resume a distribui¢cdo geografica das espécies).
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A topologia dentro do clado Ameiva das Antilhas ¢ congruente com o encontrado por
Hower (2003) formando os quatro clados bem suportados definidos por estes autores: um das
Pequenas Antilhas (4. corax, A. plei, A. fuscata, A. erythrocephala, A. griswoldi e A.
pluvianotata), um de Porto Rico (4. exsul e A. wetmorei), um de Cuba, Jamaica e Bahamas
(A. auberi e A. dorsalis) e um de Hispaniola e Bahamas (4. chrysolaema, A. leberi, A.
taeniura, A. lineolata € A. maynardi). Este resultado é esperado, uma vez que a maioria das
seqiiéncias utilizadas dos Ameiva das Antilhas nas anélises se originou do proprio trabalho de
Hower (2003). De acordo com a nossa datagdo molecular, esse grupo teria divergido dos
taxons do continente no inicio do Mioceno, em torno de 21 milhdes de anos (Fig. 22). Esta
estimativa ¢ um pouco mais recente que o sugerido por Hower (2003), que seria entre 25-30
milhdes de anos no final do Oligoceno. Entretanto, no estudo desses autores foram utilizadas
espécies continentais de Ameiva como grupo externo mas, de acordo com as analises
apresentadas aqui e em estudo anterior (Reeder et al. 2002), essas espécies ndo sdo os
parentes mais proximos desse clado.

Neste capitulo, o monofiletismo de Kentropyx foi formalmente testado e corroborado
(Fig. 20). E curioso notar que, de acordo com nossas anélises, A. undulata é a espécie irma de
Kentropyx (Fig. 20). Ameiva undulata é encontrada na América Central e na analise baseada
em dados morfologicos essa espécie estd dentro do clado composto pelos demais Ameiva
(Fig. 19). Nas analises de Reeder (2002), 4. undulata fica posicionada como grupo irmao do
clado composto por Kentropyx e Cnemidophorus do grupo lemniscatus. Os valores de
bootstrap para o posicionamento de A. undulata em ambos os estudo € baixo. Apesar disso,
este resultado sugere que Kentropyx pode ter se originado de algum grupo de Ameiva da
América Central. Um maior nimero de dados seria necessario para testar esta hipdtese. Além
disso, os dados morfolégicos indicam que 4. undulata forma um grupo monofilético com as

espécies de Ameiva do continente. Assim, isso pode ser um caso de incongruéncia entre a
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evolucdo do gene e da espécie (Doyle 1997, Maddison 1997), até porque para 4. undulata as
analises dos dados moleculares foram feitas apenas com sequéncias de DNA mitocondrial e,
portanto, esta proximidade com Kentropyx pode estar relacionada com algum evento passado
de hibrida¢do, fendmeno comum dentro dos "cnemidophorinos” (Sites et al. 1990, Cole e
Dessauer 1993, Cole et al. 1995, Rocha et al. 1997).

A topologia encontrada para Kentropyx ¢ similar 8 Werneck et al. (2009), sendo que
em ambos 0s casos 0 grupo paulensis ¢ monofilético, com K. viridistriga mais proxima de K.
paulensis do que K. vanzoi e K. striata ¢ a primeira espécie a divergir no género. Entretanto,
o resultado das analises deste capitulo diverge do encontrado anteriormente para o grupo
calcarata (Werneck et al. 2009). A analise atual indica que o grupo ¢ parafilético e, no
trabalho anterior, monofilético, porém em ambos os casos o suporte ¢ baixo. Isso indica que
as relagdes dentro do grupo calcarata e entre calcarata e paulensis é ainda incerta. Como
discutido anteriormente (Werneck et al. 2009), o monofiletismo do grupo paulensis corrobora
a hipotese de que a emergéncia dos trés grandes blocos de terra (Escudo das Guianas, Escudo
Central Brasileiro e a base oriental dos Andes), durante as introgressdes marinas do Tercidrio
(Mioceno) na América do Sul, facilitaria a producdo de mais tdxons monofiléticos nestas
regides quando comparado com as terras mais baixas (Rasanen et al. 1995, Webb 1995,
Aleixo 2004). A datacdo molecular obtida neste capitulo foi semelhante a obtido no trabalho
anterior, até porque foram utilizados pontos de calibracdo nas analises atuais baseados no
capitulo anterior (Werneck et al. 2009). Assim, um maior aprofundamento sobre a nossa
proposta evolutiva para Kentropyx pode ser obtido em Werneck et al. (2009).

Nossas analises também corroboram com alto suporte, tanto pela andlise bayesiana
quanto por parcimdnia, o monofiletismo do complexo lemniscatus (Sites et al. 1990, Cole e
Dessauer 1993, Reeder et al. 2002). Cole et al. (1993) propuseram que a oscilagdo de

dominancia de savanas versus floresta na Amazonia durante o Quaternario teria promovido a
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diversificacdo desse complexo e a origem das espécies hibridas. Entretanto, nossas analises
indicam que a diversificacdo do grupo ocorreu muito antes, durante o Mioceno.
Cnemidophorus vanzoi (Antilhas) teria sido a primeira espécie a divergir no inicio deste
periodo. A diversificagdo do grupo Amazonico ocorreu também ao longo do Mioceno (Fig.
22), coincidindo com a formagéo do sistema de Pebas (23-9 milhdes de anos, (Wesselingh e
Salo 2006)) que possivelmente influenciou a evolugdo deste grupo. A topologia encontrada
para as espécies continentais € congruente com Reeder (2002) e sugere C. lemniscatus mais
préxima de C. arenivagus que de C. gramivagus.

Tanto as andlises bayseana, com alto suporte, quanto de maxima parcimonia, com
suporte menor, indicam o monofiletismo do complexo ocellifer menos C. parecis (Fig. 20).
Nossos resultados, também, corroboram o monofiletismo de dois subgrupos dentro deste
complexo: um formado pelas espécies do litoral (C. littoralis e C. abaetensis) e o outro pelas
demais espécies do complexo (C. ocellifer, C. mumbuca, C. jalapensis e Cnemidophorus sp.)
(Fig. 20). A estimativa de divergéncia entre esses dois grupos foi bastante antiga, datada do
inicio do Mioceno (em torno de 21 milhdes de anos — Fig. 22), periodo em que ocorreu a
expansdo das vegetagdes abertas (Van der Hammen 1983, Colli 2005, Mannetje 2007) o que
pode ter facilitado a chegada deste grupo a regido litoranea. Nossos dados também indicam
que a divergéncia entre as duas espécies do litoral ocorreu no final do Mioceno (em torno de
9,4 milhdes de anos — Fig. 22) e suas origens podem estar associadas a formacao das regides
biogeograficas ao norte e sul da bacia do Sdo Francisco (Perret et al. 2006). Esta divergéncia
no final do Mioceno entre a regido sudeste e nordeste da costa brasileira também foi
encontrada em outros grupos de lagartos, como no caso do complexo Gymnodactylus
darwinii que foi estimado entre 16,7-5,9 milhdes de anos e a diversificagdo deste grupo
parece coincidir com a estrutura de rios da Bacia do Sao Francisco (Pellegrino et al. 2005). J&

as estimativas de tempo de divergéncia indicam que a diversificagdo das demais espécies do
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grupo ocellifer foi recente, principalmente durante o Plioceno, periodo também dominado
pelas paisagens abertas e clima seco (Colli 2005, Ortiz-Jaureguizar e Cladera 2006, Pascual
2006). E interessante notar que nossos dados ndo indicam o monofiletismo de C. ocellifer
corroborando a hipdtese da existéncia de espécies ndo descritas dentro deste complexo
(Rocha et al. 1997, Rocha et al. 2000, Dias et al. 2002, Colli et al. 2003a, Colli et al. 2003b).
Além disso, nenhuma das analises deste capitulo indicou o monofiletismo de C. jalapensis
mais C. mumbuca, como esperado devido a semelhanga morfoldgica, ecoldgica e
proximidade geografica (Capitulo 3, (Colli et al. 2009)). Entretanto, estas conclusdes devem
ser entendidas com bastante cautela uma vez que os valores de suporte dos clados dentro
deste subgrupo sio baixos e ha divergéncias entre a topologia obtida por parciménia e analise
bayesiana. Para a melhor elucidacdo desta questdo € necessario um amplo estudo
filogeografico focado em C. ocellifer abrangendo a distribuicdo dessa espécie.

O monofiletismo do complexo lacertoides ¢ fortemente suportado, sendo C.
lacertoides mais proxima a C. serranus, tanto por maxima parcimonia quanto na analise
bayesiana (Fig. 20). Entretanto, o posicionamento filogenético do grupo em relagdo aos
demais permanece incerto. As espécies deste grupo possuem a borda posterior da por¢do
escamosa da lingua bifurcada (tipico de Crnemidophorus), porém possuem um nimero
variavel de ventrais em uma fileira transversal de oito até dez (inclusive com grande variagao
intraespecifica) e ndo em torno 10 ou mais (caracteristico de Ameiva) ou em torno de 8
(caracteristico de Cnemidophorus), o que dificulta a classificacdo das espécies desse
complexo (Tabela 7, (Cei e Martori 1991, Cei e Scrocchi 1991, Feltrim e Lema 2000)). A
estimativa de tempo de divergéncia (Fig. 22) indica uma diversificacio recente do grupo
durante o Plioceno, periodo seco e de vegetagdo aberta (Colli 2005, Ortiz-Jaureguizar e
Cladera 2006, Pascual 2006) e, também, conhecido como a idade das planicies sulinas (4ge

of the Southern Plains, (Ortiz-Jaureguizar e Cladera 2006)). Assim, este grupo pode ter se
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diversificado nestas planicies que se formaram na regido antes ocupada pelo Mar Paranaense
(Paranean sea) no meio do Mioceno (Ortiz-Jaureguizar e Cladera 2006).

A analise de evidéncia total corrobora com alto suporte o monofiletismo do clado
formado pelas duas espécies do complexo /longicauda. O tempo de divergéncia entre estas
duas espécies foi um dos pontos de calibracio da datagdo molecular e foi estimado para o
final do Mioceno (~7,8 milhdes de anos), coincidindo portanto com uma estimativa anterior
(6,6-10,8 milhdes de anos) de Yoke et al. (2006). Esses autores sugeriram que o Mar
Paranaense (resultado de uma transgressao marinha) poderia ter sido a barreira geografica
que levou ao isolamento e diferenciacdo das duas espécies e que a cadeia de montanhas
Famatina-Safiogasta delimita os dois grupos, sendo possivelmente a barreira atual para o
fluxo genético (Yoke et al. 2006). Curiosamente, apesar do baixo suporte, nossas analises
indicam que este complexo de distribuicdo mais ao sul da América do Sul estd mais
proximamente relacionado ao grupo Ameiva das Antilhas. Reeder (2002) também obteve um
resultado semelhante baseado na seqiiéncia de outro individuo, sendo C. longicauda grupo
irméo de Aspidoscelis e incluido em um clado formado por Aspidoscelis e Ameiva das
Antilhas. Também nesse caso, esse posicionamento obteve baixo suporte o que torna este
resultado pouco confidvel. Assim, de forma bastante especulativa e considerando que o
numero de ventrais em uma fileira transversal deste grupo € tipico de Ameiva e que a
evolugdo desta linhagem ocorreu principalmente ao longo do Mioceno (Fig. 22), sugerimos o
seguinte cendrio. A origem do grupo se deu no Mioceno, quando uma grande faixa de terra da
Colombia até a Argentina (incluindo a area de ocorréncia atual do complexo longicauda) a
oeste da América do Sul ficou isolada do resto do continente pela ligacdo entre o mar
Paranaense e o mar de T¢étis (Ortiz-Jaureguizar e Cladera 2006). Assim, durante esse periodo,
o grupo possuiu uma ampla distribui¢do ao longo dessa faixa e poderia ter originado os

grupos do Norte por dispersdo sobre a 4gua. Com o posterior surgimento da configuracio
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atual dos Andes (a partir de 17 milhdes de anos, Ortiz-Jaureguizar, 2006) o grupo pode ter se
extinguido na maior parte desta area, permanecendo apenas na localidade atual.

E também interessante notar que os outros trés eventos de dispersdo presumidos entre
América do Sul e América do Norte/Central foram datados para o Oligoceno (Fig. 21 e 22),
indicando que nesse periodo pode ter havido algum fator facilitador para a migragdo entre os
dois continentes antes da reconec¢do do Istmo do Panama. Essas situag¢des sdo: (1) a origem
de Aspidoscelis (33,9-25,3 milhdes de anos), (2) a divergéncia entre o grupo do norte
formado por A. festiva e A. quadrilineata € Ameiva do continente (33,3-22,0 milhdes de anos)
e (3) a divergéncia entre 4. undulata (América Central) e Kentropyx (34,4-24,3 milhdes de
anos) (Fig. 22). Este periodo coincide com a existéncia proposta de uma breve conecc¢io
subaérea entre o noroeste da América do Sul e o norte das Grandes Antilhas (~33 milhdes de
anos) denominado GAARIandia, aproximando os dois continentes (Iturralde-Vinent e
MacPhee 1999). Foi proposto que esta breve conecgao teria tido uma papel importante na
formacao da fauna das Antilhas (Iturralde-Vinent e MacPhee 1999), mas também pode ter
facilitado a dispers@o sobre a dgua entre os dois continentes. As duas situagdes datadas neste
trabalho de divergéncia entre grupos das Antilhas e da América do Sul parecem ter ocorrido
no inicio do Mioceno depois da subsidéncia da GAARIlandia. A andlise da fauna de
vertebrados terrestres das Antilhas indicou que estes grupos devem ter chegado as ilhas por
dispersdo sobre a 4gua em fragmentos de terra flutuantes, facilitada pelas correntes marinhas
e por furacdes, ambos tendendo na direcdo Sul-Norte (Hedges 2006). As principais
evidéncias para isso seriam: (1) as datagcdes indicam que os varios grupos de vertebrados
chegaram as ilhas ao longo do Tercidrio € ndo em um unico periodo restrito, (2) a maioria dos
grupos ¢ de origem sul-americana seguindo a tendéncia das correntes marinhas e furacdes na

regido (Hedges 2006). Assim, nossos dados também corroboram este tipo de dispersdo para
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explicar a chegada dos "cnemidophorinos" as Antilhas como sugerido no Capitulo I dessa
Tese (Giugliano et al. 2007).

Apesar do grande suporte para o monofiletismo dos oito grupos apresentados, a
relag@o entre os mesmos foi fracamente suportada e permanece incerta, dificultando a
elaborag¢do de um cendrio biogeografico para o grupo como um todo. Assim, uma melhor
compreensdo da historia evolutiva do grupo depende do melhor conhecimento das relagdes na
base da arvore. A baixa resolug@o na base da arvore pode estar associada ao grande nlimero
de caracteres faltantes na matriz (Wiens 1998, 2003) e a pequena quantidade de caracteres
informativos para um grande niimero de taxons.

Em resumo, nossos resultados indicam que (1) as espécies de "cnemidophorinos"
formam oito grupos monofiléticos sendo Aspidoscelis e Kentropyx monofiléticos e
Cnemidophorus e Ameiva parafiléticos; (2) a origem dos grupos ocorreu principalmente
durante o Oligoceno e a diversificagdo dentro dos grupos ocorreu principalmente durante o
Mioceno; (3) os complexos lacertoides e ocellifer (sem as espécies do litoral) tiveram
diversificacdo mais recente, principalmente durante o Plioceno; (4) a divergéncia entre as
duas espécies do litoral do complexo ocellifer ocorreu no final do Mioceno coincidindo com
o encontrado em outros grupos; (5) C. parecis é mais aparentado com Ameiva do continente
que com as demais espécies de Cnemidophorus, devendo ser realocada no primeiro; (6) a
diversificacdo do complexo lemniscatus ocorreu no Mioceno e, portanto, ndo foi fortemente
influenciada pelas flutuagdes climaticas do Quaterndrio como proposto anteriormente; (7) os
trés eventos de dispersdo presumidos entre América do Sul e América do Norte/Central
foram datados para o Oligoceno, coincidindo com a formagdo da GAARIandia; (8) As duas
divergéncias entre grupos das Antilhas e da América do Sul ocorreram no inicio do Mioceno,

favorecendo a hipotese de dispersdo sobre a dgua.
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Tabela 6. Parametros do modelo de substituicdo selecionado pelo ModelTest para as regioes

12S e 16S.
Regido do  Freqiiéncia de Freqiiéncia de Distribuicao Proporcdo de sitios
DNA bases substitui¢des Gama (G) invariaveis (I)
128 A =0,4065 A-C=1,0000 0,9146 0,4696
C=0,2542 A-G=4,1782
G=0,1183 A-T =1,0000
T=0,2210 C-G =1,0000
C-T=11,4297
G-T = 1,0000
16S A =0,3564 A-C=1,0000 0,4191 0,4822

C=0,2694 A-G =4,0526
G=0,1082 A-T =1,0000
T=0,2660 C-G =1,0000

C-T =5,5436

G-T =1,0000
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Legenda das figuras

Fig. 16. Filogenia dos "cnemidophorinos" inferida a partir do conjunto de caracteres
morfoldgicos. (A) Consenso estrito das 270 arvores mais parcimoniosas encontradas com os
valores de suporte dos ramos bootstrap e Bremer, respectivamente. (B) Arvore inferida por

analise Bayesiana com os valores de probabilidades a posteriori.

Fig. 17. Filogenia dos "cnemidophorinos" inferida a partir da combinac¢do das seqiiéncias de
DNA mitocondrial 12S e 16S. (A) Consenso estrito das duas arvores mais parcimoniosas
encontradas com os valores de suporte dos ramos bootstrap e Bremer, respectivamente. (B)

Arvore inferida por analise Bayesiana com os valores de probabilidades a posteriori.

Fig. 18. Filogenia dos "cnemidophorinos" inferida a partir da seqiiéncia de DNA nuclear c-
mos. (A) Consenso estrito das 65 arvores mais parcimoniosas encontradas com os valores de
suporte dos ramos bootstrap e Bremer, respectivamente. (B) Arvore inferida por analise

Bayesiana com os valores de probabilidades a posteriori.

Fig. 19. Filogenia dos "cnemidophorinos" inferida a partir da combinagao das seqiiéncias de
DNA mitocondrial 12S e 16S e nuclear c-mos. (A) Consenso estrito das trés arvores mais
parcimoniosas encontradas com os valores de suporte dos ramos bootstrap ¢ Bremer,
respectivamente. (B) Arvore inferida por analise Bayesiana com os valores de probabilidades

a posteriori.

Fig. 20. Filogenia dos "cnemidophorinos" inferida a partir da combinacao de dados

morfologicos e moleculares (12S+16S+c-mos). (A) Consenso estrito das 6 drvores mais
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parcimoniosas encontradas com os valores de suporte dos ramos bootstrap ¢ Bremer,
respectivamente. (B) Arvore inferida por analise Bayesiana com os valores de probabilidades

a posteriori.

Fig. 21. Consenso estrito das seis arvores mais parcimoniosas encontradas pela analise de
evidéncia total apresentando a localidade de cada taxon e a delimitagao dos grupos bem
suportados. A: Antilhas; Am: Bacia Amazonica; At: Mata Atlantica; B: Escudo Central
Brasileiro; G: Escudo das Guianas; L: Regido Litoranea (restingas, dunas); N: América do

Norte e Central; S: Bacia do Chaco-Parana e Sul da América do Sul (até a Patagonia).

Fig. 22. Cronograma da evolucdo dos "cnemidophorinos" baseado na combinacdo dos dados

moleculares (12S+16S+c-mos), com os tempos de divergéncia estimados por métodos

bayesianos. As barras representam a média do tempo de divergéncia = um desvio padrao.
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CONCLUSOES

Tupinambinae e Teiinae sdo monofiléticos e Callopistes foi o primeiro Tupinambinae
vivente a divergir, provavelmente durante o Paleoceno. Além disso, dentro de Teiinae, os
“cnemidophorinos” formam um grupo monofilético e Teius foi o primeiro membro a divergir.
Todos os géneros viventes, com excecdo de Aspidoscelis, se originaram em isolamento na
América do Sul e a maioria dos géneros viventes se diversificou durante o Eoceno,
coincidindo com a expansdo das savanas sul-americanas. Cnemidophorus provavelmente se
originou na América do Sul e algumas de suas populagdes (ancestral de Aspidoscelis)
migraram para o norte entre o Oligoceno e o Mioceno.

As espécies viventes de Kentropyx formam trés grupos monofiléticos que
correspondem aos trés grupos fenéticos propostos anteriormente: calcarata, paulensis e
striata. Entretanto, a relag@o entre os grupos difere do sugerido previamente, uma vez que
striata é a grupo mais basal. A origem do género ocorreu no Terciario (Eoceno/Oligoceno), a
“Hipotese dos Reftigios Pleistocénicos™ nao explica a diversificagdo de Kentropyx e pode
apenas estar associada a eventos mais recentes de diversificag@o intraespecifica. O ancestral
comum das espécies viventes de Kentropyx ndo era restrito ao ambiente florestal, como
sugerido anteriormente, ¢ poderia estar tanto presente quanto ausente na Bacia Amazdnica.
Concluimos que o ancestral era de savana e que os eventos histdricos que promoveram a
diversificacdo do género foram: (i) o isolamento dos Escudos Central Brasileiro e das
Guianas atribuido a uma introgressd@o marinha do Mioceno associado a divergéncia basal de
K. striata (uma espécies do Escudo das Guianas) e as demais espécies de Kentropyx
especialmente o grupo monofilético paulensis que ocorre no Escudo Central Brasileiro; (ii) a
distribui¢do do grupo calcarata na Bacia Amazodnica se deve possivelmente a um evento de
dispersdo ocorrido depois da retragdo marinha; (iii) a distribuicdo de K. calcarata na Mata

Atlantica provavelmente se deve a eventos mais recentes (Quaternario) de dispersao por
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corredores de floresta que ligaram os dois ecossistemas; (iv) a diferenciacdo de K. vanzoi das
demais espécies do grupo paulensis ocorreu durante o Mioceno coincidindo com o
isolamento da Chapada dos Parecis; (v) o final do soerguimento epeirogénico do Planalto
Central no final do Terciario pode ter promovido a diferenciacio de K. viridistriga nas
depressdes do Pantanal e Guaporé; e (vi) a divergéncia entre K. paulensis e Kentropyx sp.
pode ter ocorrido devido a especiacdo parapatrica na depressdo arenosa do Tocantins.

Esta Tese também apresenta a descricdo de uma nova espécie de Cnemidophorus
encontrado na regido nordeste do Bioma Cerrado.

A analise filogenética e biogeografica dos Cnemidophorus indicou que (1) as espécies
de "cnemidophorinos" formam oito grupos monofiléticos sendo Aspidoscelis e Kentropyx
monofiléticos e Cnemidophorus e Ameiva parafileticos; (2) a origem dos grupos ocorreu
principalmente durante o Oligoceno e a diversificagdo dentro dos grupos ocorreu
principalmente durante o Mioceno; (3) o complexo lacertoides e ocellifer (sem as espécies do
litoral) tiveram diversificagdo mais recente, principalmente no Plioceno; (4) a divergéncia
entre as duas espécies do litoral do complexo ocellifer ocorreu no final do Mioceno,
coincidindo com o encontrado em outros grupos litoraneos; (5) C. parecis € mais aparentado
com Ameiva do continente que com os demais Cnemidophorus, indicando a necessidade da
realocacdo dessa espécie; (6) a diversificacdo do complexo lemniscatus ocorreu no Mioceno
e, portanto, ndo foi fortemente influenciada pelas flutuagdes climaticas do Quaternario como
proposto anteriormente; (7) os trés eventos de dispersao presumidos entre América do Sul e
América do Norte/Central foram datados para o Oligoceno, coincidindo com a formagao da
GAARIandia; (8) as duas divergéncias entre grupos das Antilhas e da América do Sul

ocorreram no inicio do Mioceno, favorecendo a hipotese de dispersdo sobre a dgua.
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Abstract

We present a phylogenetic analysis of teiid lizards based on partitioned and combined analyses of 12S and 16S mitochondrial DNA
sequences, and morphological and ultrastructural characters. There were some divergences between 12S and 16S cladograms, but phy-
logenetic analyses of the combined molecular data corroborated the monophyly of Tupinambinae, Teiinae, and ‘“‘cnemidophorines”,
with high support values. The total combined analysis (molecules + morphology) produced similar results, with well-supported Teiinae
and “cnemidophorines”. We present an evolutionary scenario for the evolution of Teiidae, based on molecular dating of evolutionary
events using Bayesian methods, ancestral areas analysis, the fossil record, the geographic distribution of genera, and environmental and
geologic changes during the Tertiary. According to this scenario, (1) all current teiid genera, except Aspidoscelis, originated in isolation in
South America; (2) most teiid genera originated during the Eocene, a period characterized by savanna expansion in South America; and
(3) Cnemidophorus originated in South America, after which some populations dispersed to Central America during the Late Miocene.

© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Teiidae; mtDNA; Phylogeny; Molecular dating; Evolutionary scenario

1. Introduction

Living Teiidae (sensu Presch, 1983) comprise 10 genera:
Ameiva, Aspidoscelis, Cnemidophorus, Callopistes, Crocodi-
lurus, Dicrodon, Dracaena, Kentropyx, Teius, and Tupinam-
bis. The group is restricted to the New World, from
Argentina to northeastern United States (Krause, 1985;
Pough et al., 1998). Callopistes, Crocodilurus, Dicrodon,
Dracaena, Kentropyx, Teius, and Tupinambis are restricted
to South-America (Krause, 1985), whereas Cnemidophorus
is also found in West Indies and Ameiva reaches Central
and North America. Aspidoscelis ranges from the United
States to extreme northwestern Costa Rica (Reeder et al.,
2002). The name Aspidoscelis was recently resurrected for
the North American clade of Cnemidophorus (sensu lato),

* Corresponding author. Fax: +55 61 3307 2265.
E-mail address: greolli@unb.br (G.R. Colli).

1055-7903/$ - see front matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ympev.2007.05.017

since mtDNA sequences, allozymes, and morphologic data
indicated that Cnemidophorus is paraphyletic (Reeder et al.,
2002), with South American species being more closely
related to Kentropyx and Ameiva than to North American
taxa (see also Giugliano et al., 2006; Reeder et al., 2002).
Boulenger (1885) recognized four groups of Teiidae,
based on external morphological characters. Group I was
characterized by the lack of frontonasals separating the
anterior nasals, well-developed limbs, and medium to large
body size. This group became known as macroteiids and is
currently the sole member of Teiidae (sensu Presch, 1983).
Boulenger’s groups II, III, and IV are currently recognized
as a separate family, Gymnophthalmidae (Presch, 1983),
based on osteology (Presch, 1974), external morphology
(Vanzolini and Valencia, 1965), karyotype (Gorman,
1970), jaw adductor musculature (Rieppel, 1980), and
brain morphology (Northcutt, 1978). Although widely
accepted, this division of Boulenger’s Teiidae is still
debated (Harris, 1985; Myers and Donnelly, 2001).
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The phylogenetic relationships within Teiidae are
unclear. Osteological (Presch, 1974, 1983; Veronese and
Krause, 1997), external morphological (Vanzolini and
Valencia, 1965), and karyotype (Gorman, 1970) data sup-
port two monophyletic subfamilies: Teiinae, comprising
Ameiva, Aspidoscelis, Cnemidophorus, Dicrodon, Kentro-
pyx, and Teius; and Tupinambinae, comprising Callopistes,
Crocodilurus, Dracaena, and Tupinambis (Presch, 1983). An
analysis of the cranial musculature of teiids (Moro and
Abdala, 2000) found little support for the monophyly of
Teiinae and Tupinambinae and indicated that Teiidae is
monophyletic only after the inclusion of Pantodactylus (=
Cercosaura, sensu Doan, 2003), a gymnophthalmid. A
combined analysis of osteological, external morphological,
hemipenial, and tongue and sperm ultrastructural data cor-
roborated the monophyly of Teiinae and Tupinambinae if
Callopistes is transferred to the former (Teixeira, 2003).

Phylogenetic relationships among teiid genera are
mostly discordant in previous studies. Chromosomal (Gor-
man, 1970) and external morphological data (Vanzolini
and Valencia, 1965) indicated that Tupinambis and Dra-
caena are sister groups. However, osteological data
(Presch, 1974) support a close relationship between Tupi-
nambis and Crocodilurus. In addition, a combined analysis
of traditional morphological with sperm ultrastructural
data favored a Crocodilurus and Dracaena grouping (Teixe-
ira, 2003). Within Teiinae, previous works supported one
monophyletic group, formed by Ameiva, Cnemidophorus
(and, therefore, Aspidoscelis), and Kentropyx, the “cnemid-
ophorines” (Reeder et al., 2002), whereas relationships
among ‘“‘cnemidophorines”, Dicrodon, and Teius are
unclear (Gorman, 1970; Presch, 1974; Reeder et al., 2002;
Teixeira, 2003; Vanzolini and Valencia, 1965).

Around 16 fossil teiid genera are known from the Cre-
taceous of North America (Denton and O’Neill, 1995;
Estes, 1964; Nydam, 2002; Nydam and Cifelli, 2005; Win-
kler et al., 1990). Estes (1983) placed three of these genera
in extant subfamilies, Leptochamops and Meniscognathus
in Teiinae, and Chamops in Tupinambinae, suggesting
an old divergence between these groups. However, a phy-
logenetic analysis including several fossil groups con-
cluded that these three genera form a sister group of
the living subfamilies, and should be placed in another
subfamily, Chamopsiinae (Denton and O’Neill, 1995).
Thus, the oldest fossil of the extant subfamilies is an
unnamed teiid from the Paleocene of South America
(Denton and O’Neill, 1995; Estes and Bdez, 1985). Creta-
ceous fossils of another group, Polyglyphanodontinae, are
known from the Mongolian desert (Gao and Norell, 2000;
Sulimski, 1972, 1978) and Romania (Folie and Codrea,
2005), indicating a larger distribution of teiids during this
period. Therefore, teiids probably colonized South Amer-
ica close to the K-T transition (Presch, 1974). The oldest
fossils of living teiid genera date from the Miocene,
including South American Tupinambis and Dracaena
(Estes, 1961; Estes and Baez, 1985; Krause, 1985), and
the reappearance of Teiidae in North America, after a

long hiatus since the Cretaceous (Estes, 1964; Estes and
Baez, 1985). Savage (1966, 1982) advanced that the sepa-
ration of South and North America between the Late
Cretaceous and early Paleocene split the range of the
common ancestor of Ameiva and Cnemidophorus, leading
to the differentiation of Cnemidophorus in the north and
Ameiva in the south. The closure of the Panamanian por-
tal during the Pliocene allowed the southward migration
of Cnemidophorus, and the northward migration of Ame-
iva (Savage, 1966, 1982). A phylogenetic analysis of oste-
ological data indicated that Cnemidophorus and Ameiva
are sister-taxa, corroborating Savage’s proposal (Presch,
1974). In summary, previous studies suggest that living
teiild genera originated between the Paleocene and the
Miocene, when South America was still isolated from
Central and North America (Presch, 1974).

Herein, we present a phylogenetic analysis of Teiidae
based on 12S and 16S mitochondrial DNA sequences,
with molecular dating by Bayesian methods (Kishino
et al., 2001; Thorne and Kishino, 2002). We also con-
ducted combined phylogenetic analyses by the addition
of morphological and ultrastructural characters from
Teixeira (2003). In addition, we propose a new biogeo-
graphical scenario for the evolution of Teiidae, based on
ancestral areas analyses.

2. Materials and methods
2.1. Samples and DNA sequencing

Eleven teiid species, representing all genera, were
selected and Cercosaura ocellata (Gymnophthalmidae)
was used as outgroup. Analyses were based on 12S and
16S mitochondrial DNA sequences previously published
(GenBank—NCBI  www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.
fcgi?’DB=pubmed) or obtained by us (Table 1). Whole
genomic DNA was extracted from liver using DNeasy™
tissue kits (QIAGEN). A fragment of nearly 350 bp of
the 12S ribosomal gene and a fragment of nearly 500 bp
of the 16S gene were amplified with 12Sa, 12Sb, 16SaR,
and 16Sd primers using the same PCR conditions described
in Reeder (1995). PCR products were sequenced on an ABI
Prism 377 automated DNA sequencer (Applied Biosys-
tems, CA) using DYEnamic™ ET terminator cycle
sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden),
according to manufacturer’s instructions. When possible,
two individuals of the same species and from the same
locality were sequenced to control sequencing contamina-
tion and other laboratory errors.

2.2. Sequence alignment and phylogenetic analysis

Sequences were analyzed and edited using BioEdit 5.09
(Hall, 1999). A multiple alignment, based on an optimally
criterion (parsimony) of minimal cost of phylogenetic tree,
was obtained with MALIGN 2.7 (Wheeler and Gladstein,
1994). Gap costs were assigned for internal gaps (2) and
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Table 1

Species, locality, collection, collection number and GenBank accession number

Species Locality Collection Tag GenBank Accession No.

Ameiva ameiva 1 Peru: Cuzco Amazonico SBH 267103 12S—AY359473, 16S—AY359493
Ameiva ameiva 2 Peru: Cuzco Amazonico KU 205000 12S—AY 046423, 16S—AY 046465
Aspidoscelis gularis USA: Texas TNHC 53222 12S—AY046433, 16S—AY046475
Callopistes flavipunctatus Peru MHNSM Not cataloged 12S—EF029873, 16S—EF029880

Callopistes maculatus 1 Chile MNHN Not cataloged 12S—EF029874, 16S—EF029881

Callopistes maculatus 2 Chile MNHN Not cataloged 12S—EF029875, 16S—EF(029882

Cercosaura ocellata Brazil: Aripuana-MT MZUSP MRT 977406 12S—AF420677, 16S—AF420731
Cnemidophorus ocellifer 1 Brazil: Barra do Gargas-MT MZUSP MZ 78779 12S—AY218041, 16S—AY217992
Cnemidophorus ocellifer 2 Brazil: Barra do Gargas-MT MZUSP MRT 946089 12S—AF420706, 16S—AF420759
Crocodilurus amazonicus 1 Brazil: Humaita-AM CHUNB 32582 12S—EF029877, 16S—EF029883

Crocodilurus amazonicus 2 Brazil: Humaita-AM CHUNB 32614 12S—EF029876, 16S—EF029884

Dicrodon guttulatum No data SDSU 3906 12S—AY046453, 16S—AY046495
Dracaena guianensis 1 Brazil: Amapa-AP CHUNB 15197 12S—EF029879, 16S—EF029886

Dracaena guianensis 2 Brazil: Amapa-AP CHUNB 15199 12S—EF029878, 16S—EF029885

Kentropyx altamazonica 1 Peru: Loreto; KU 205015 12S—AY 046456, 16S—AY 046498
Kentropyx altamazonica 2 Venezuela: Amazonas; Neblina Base AMNH R-134175 12S—AY 046455, 16S—AY 046497

Camp on River Mawarinuma

Teius teyou Argentina: Cérdoba REE 150 12S—AY046461, 16S—AY 046503
Tupinambis teguixin Peru: Madre de Dios KU 205023 12S—AY 046422, 16S—AY 046464

SBH—Tissue collection of S. Blair Hedges, Pennsylvania State University; KU—Natural History Museum, University of Kansas; TNHC—Texas Natural
History Collection of the Texas Memorial Museum, University of Texas in Austiny MHNSM-—Museo de Historia Natural de San Marcos; MNHN—
Museo Nacional de Historia Natural (Chile); MZUSP—Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo, CHUNB—Coleg¢ao Herpetoldgica da
Universidade de Brasilia; SDSU—San Diego State University; AMNH—American Museum of Natural History; REE—Private collection of Robert
Espinoza; eventually to be deposited at California State University, Northridge.

leading and trailing gaps (1), but equal weight was assigned
for transitions and transversions. For maximum parsimony
(MP) analyses, characters were equally weighted. Phyloge-
netic analyses were performed independently for each gene
sequence and for combined sequences, using MP with
PAUP* v.4.0b10 (Swofford, 1999) and Bayesian methods
with MrBayes v.3.0b4 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001).
For MP analysis, branch-and-bound searches were used
with gaps coded as a fifth state (Giribet and Wheeler,
1999). Reliability of MP results was assessed by bootstrap,
with 1000 replications (Felsenstein, 1985), and Bremer sup-
port (Bremer, 1994), using MacClade 4.0 (Maddison and
Maddison, 1999) and PAUP. For both 12S and 16S mito-
chondrial DNA sequences, the model of sequence evolu-
tion was chosen by hierarchical likelihood ratio tests
(HLRTs) implemented in Modeltest 3.7 (Posada and
Crandall, 1998). For the combined data (12S + 16S), each
sequence had its own independent model of evolution and
model parameters. As none of the models available in
Modeltest 3.7 consider gaps as character states, they were
excluded from sequence evolution model analyses and from
Bayesian-based phylogenetic analyses. Bayesian analyses
started with randomly generated trees and ran for
2.0 x 10° generations. Tree sampling occurred at intervals
of 100 generations producing 20,000 trees. We plotted the
log-likelihood scores of the 20,000 trees against generation
time to detect stationarity. All sample points before sta-
tionarity were considered burn-in samples that contained
no useful information about parameters. For each analysis,
we conducted two independent runs. The frequency of any
particular clade in the majority-rule consensus tree of

the stationary stage, from the two independent runs,
represented the posterior probability of that node (Huel-
senbeck and Ronquist, 2001).

2.3. Combined analysis: DNA and morphology

A total evidence phylogeny was produced by the combi-
nation of molecular data with 163 morphologic characters
assembled by Teixeira (2003). Morphological characters
included sperm ultrastructure, osteology, pholidosis, and
tongue and hemipenis morphology. Qualitative morpho-
logical characters (133) were not ordered in analyses,
whereas quantitative characters (30) were gap coded (Thi-
ele, 1993), using 0.5 standard deviation as cut-point, and
ordered. Phylogenetic analyses of the combined data were
performed as described above, except that, for Bayesian
analysis, we chose different models of evolution for mor-
phological character. For qualitative characters, we used
a “‘standard model”, which considers equal probability
for all character state changes, whereas for quantitative
characters we used the “ordered model”.

2.4. Molecular dating

We estimated divergence times based on a Bayesian
relaxed molecular clock approach, using the MULTIDIS-
TRIBUTE package (Kishino et al., 2001; Thorne and Kish-
ino, 2002; Thorne et al., 1998). This approach allows the
incorporation of multiple time constraints, and takes into
account both molecular and palaeontological uncertainties
to estimate the variance of divergence times. Additionally,
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the calibration time is a minimum estimate of divergence
time between two clades and an “a priori expected number
of time units between tip and root” is also required. Hence,
divergence times depicted in the resulting chronogram may
be higher than those used for calibration. In this analysis,
we used the consensus topology found by Bayesian analysis
of 12S and 16S mitochondrial DNA sequences. We used the
fossil record to provide minimum time constraints at three
points in our phylogenetic hypothesis: (1) origin of living
lineages of Teiidae at 65 MYA (Estes and Bdez, 1985); (2)
divergence of Tupinambis from other Tupinambinae at
24 MYA (Estes, 1961; Estes and Baez, 1985); (3) origin of
“cnemidophorines” (Ameiva + Cnemidophorus + Kentropyx)
at 5 MYA (Estes, 1964). We used the oldest Cnemidophorus
fossil to calibrate “cnemidophorines” because there are no
derived osteological characters to distinguish among the
three genera (Vanzolini and Heyer, 1985). In addition, Estes
(1964) recognized that it is not possible to conclude, based
on morphology, whether this fossil belongs to Ameiva or
Cnemidophorus, placing the fossil in Cnemidophorus only
due to the current absence of Ameiva in the region were
the fossil was found.

2.5. Dispersal-vicariance analysis

We inferred ancestral areas based on parsimony, using
DIVA 1.1 (Ronquist, 1997). This method searches for opti-
mal ancestral areas that minimize dispersal and extinction
events (Ronquist, 1997). We used in the analysis four large
areas, separated by major geographic barriers (Andes and
the Caribbean Sea) during the Tertiary, which played fun-
damental roles in the diversification of the South American
herpetofauna (Colli, 2005; Vanzolini and Heyer, 1985): (1)
trans-Andean South America, (2) cis-Andean South
America, (3) West Indies, and (4) North and Central
America.

3. Results
3.1. Molecular phylogeny

Three equally parsimonious alignments were found for
128, with slight differences among them and only one most
parsimonious alignment was found for the 16S region
(TreeBase accession number 15446). Phylogenetic analyses
were carried out for the three 12S region alignments and
for the three possible combinations with 16S. Nevertheless,
all trees presented the same topology with small differences
in bootstrap indices and Bremer support (results not
shown). Thus, only one 12S alignment was chosen in the
following analyses (Appendix I). The likelihood ratio test
implemented in Modeltest favored the TrN + I + G (Tam-
ura—Nei model (Tamura and Nei, 1993), I, invariable sites;
G, gamma distribution) model of sequence evolution for
both 12S and 16S. The inferred base frequencies, the ratio
of invariable sites and the gamma distribution parameter
are shown in Table 2.

Table 2
Parameters of molecular substitution model found by ModelTest to 12S
and 16S regions

DNA  Base Substitution ~ Gamma Ratio of
region  frequencies frequency distribution (G) invariable sites
()
128 A =0.3694 A-C=1.0000 1.2436 0.5199
C=0.2584 A-G=4.3311
G =0.1352 A-T = 1.0000
T=0.2370 C-G =1.0000
C-T = 8.5475
G-T = 1.0000
16S A =0.3706 A-C=1.0000 0.4259 0.4126

C=0.2663 A-G=2.6354
G =0.1422 A-T = 1.0000
T =10.2209 C-G = 1.0000
C-T=7.0218
G-T = 1.0000

The multiple alignments for 12S generated a fragment of
349 bp with 125 informative characters. The unweighted
branch-and-bound search resulted in one most parsimoni-
ous tree (Fig. la) with 408 steps (CI = 0.600, RI = 0.702).
Three well-supported monophyletic groups were found:
(1) Callopistes as the basal group; (2) a clade formed by
Crocodilurus, Tupinambis, and Dracaena; (3) a clade
formed by Dicrodon, Teius, Kentropyx, Ameiva, Aspidoscel-
is, and Cnemidophorus (Teiinae). The consensus tree
obtained by Bayesian analysis under the TrN+ 7+ G
model of evolution was consistent with the MP tree, con-
taining the same three well-supported groups but with less
resolution (Fig. 1b).

For the 16S gene, a 458 bp fragment was obtained with
136 informative characters. One most parsimonious tree
with 434 steps was found (CI=0.590, RI=0.732,
Fig. 2a), with much incongruence relative to the 128 results
(Fig. 1). Two well-supported groups, representing Teiinae
and Tupinambinae, were obtained. In the MP analysis
based on 128, Callopistes formed a more basal group,
but the 16S results placed the genus in a well-supported
clade with Crocodilurus, Tupinambis, and Dracaena, cor-
roborating the monophyly of Tupinambinae. The major-
ity-rule consensus of Bayesian analysis under the
TrN + I+ G model had a similar topology (Fig. 2b), the
only difference being the relationship among Ameiva,
Cnemidophorus, Aspidoscelis, and Kentropyx, which were
weakly supported with both methods.

MP analysis of the combined data (12S + 16S) resulted
in one most parsimonious tree (Fig. 3a) with 859 steps
(CI=0.583, RI =0.704). The MP tree corroborated the
monophyly of Tupinambinae, as in the 16S analyses. The
topology of this tree is consistent with the MP tree showing
the same two well-supported groups. The Bayesian analy-
ses resulted in a similar topology (Fig. 3b). The only differ-
ence concerns the relationship among Tupinambis,
Crocodilurus, and Dracaena, which were poorly resolved
in both methods. As the Bayesian-based phylogeny did
not consider gaps as character states, we performed a
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Fig. 1. Teiid phylogeny inferred from 12S sequences. (a) Most parsimonious tree, with bootstrap and Bremer support values, respectively. (b) Tree
inferred by Bayesian analysis using the TrN + 7 + G model, with posterior probability values.

parsimony-based analysis excluding gaps. The results were
fully congruent with the parsimony-based analysis consid-
ering gaps (results not shown).

3.2. Total evidence: DNA and morphology

The combined data included 807 molecular and 163
morphological characters, with 332 informative characters.
The MP analysis produced a single most parsimonious tree
with 1162 steps (CI = 0.633, RI = 0.475, Fig. 4a), whereas
the Bayesian analysis produced pretty much the same
topology (Fig. 4b). Both the MP and the Bayesian trees
presented two major clades, corresponding to Teiinae
(strongly supported) and Tupinambinae (weakly sup-
ported). The only incongruence between the MP and the
Bayesian trees regarded the relationships within a group
containing Crocodilurus, Dracaena, and Tupinambis, even
though its monophyly was strongly supported (Fig. 4).

3.3. Molecular dating

The molecular dating analysis indicated (1) an early
divergence of Callopistes during the Paleocene; (2) the
divergence of most living genera, including Dicrodon, Ken-
tropyx, Ameiva, Tupinambis, Crocodilurus, and Dracaena,
during the Eocene/Oligocene; (3) an early divergence of
the two species of Callopistes during Oligocene; (4) the
divergence of the clade Cnemidophorus + Aspidoscelis at
the late Oligocene; and (5) the divergence of Cnemidopho-
rus and Aspidoscelis at the Miocene (Fig. 5).

3.4. Dispersal-vicariance analysis

Two equally most parsimonious reconstructions, with
six ingroup dispersals, were implied by Diva (Fig. 6). The
only difference between the two scenarios is the area of
the common ancestor of Cnemidophorus and Aspidoscelis.
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Fig. 2. Teiid phylogeny inferred from 16S sequences. (a) Most parsimonious tree, with bootstrap and Bremer support values, respectively. (b) Tree
inferred by Bayesian analysis using the TrN + 7 + G model, with posterior probability values.

In the first reconstruction (Fig. 6a), this ancestral area
includes North and Central America and cis-Andean South
America, whereas in the second reconstruction this ances-
tral area also includes the West Indies (Fig. 6b). In both
scenarios, cis-Andean South America is the ancestral area
of Aspidoscelis + Cnemidophorus and the ‘“‘cnemidopho-
rines”’ (Fig. 6). Both reconstructions also indicate that Cal-
lopistes and Dicrodon (trans-Andean genera) originated by
vicariance.

4. Discussion
4.1. Phylogenetic relationships among teiids

The total evidence phylogeny, based on morphological
and molecular data, supported the monophyly of Teiinae,

in both the MP or Bayesian analyses (Fig. 4). Conversely,
Tupinambinae was weakly supported and incongruent with

the 12S analysis. This incongruence and low support
apparently resulted from the different placements of
Callopistes in analyses based on 12S, 16S, and morphology
(Teixeira, 2003) (Figs. 1 and 2). Dracaena, Tupinambis, and
Crocodilurus formed a well-supported monophyletic group
in all analyses.

The monophyly of Tupinambinae and Teiinae was sup-
ported by the combined 12S and 16S data (Fig. 3) and the
combined morphological and molecular data (Fig. 5), with
Teiinae presenting high branch support in all analyses.
These results are in agreement with many previous studies
(Gorman, 1970; Presch, 1974, 1983; Rieppel, 1980; Vanzo-
lini and Valencia, 1965; Veronese and Krause, 1997). The
phylogenetic tree obtained by Teixeira (2003), based on
morphological data, differed from the results of our total
evidence analysis using Bayesian methods only in the posi-
tion of Callopistes (Fig. 5b). Teixeira (2003) concluded that
Callopistes is closely related to Teiinae and should be
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Fig. 3. Teiid phylogeny inferred from combined 12S and16S sequences. (a) Most parsimonious tree, with bootstrap and Bremer support values,
respectively. (b) Tree inferred by Bayesian analysis using the TrN + I + G model, with posterior probability values.

reallocated. However, the placement of the Callopistes in
her analysis was weakly supported, with a bootstrap value
of 61%. Our results do not support this reallocation.
Within Tupinambinae, both the combined 12S + 16S,
and the combined morphological and molecular analyses
based on MP (Figs. 3, 4a) indicated the configuration (Cal-
lopistes (Dracaena (Tupinambis, Crocodilurus))). However,
the combined 12S + 16S Bayesian analysis resulted in a
polytomy (Fig. 3b), whereas the total evidence Bayesian
analysis indicated a closer relationship between Crocodilu-
rus and Dracaena (Fig. 4b). Our results support a sister
position of Callopistes to other genera within Tupinambi-
nae, in agreement with Presch (1974). Nevertheless, the rela-
tionships among Dracaena, Tupinambis, and Crocodilurus
could not be satisfactorily resolved. The close relationship
between Crocodilurus and Dracaena supported by the

morphological data can possibly be due to convergence,
since two character states that support this clade are related
to their semi-aquatic life-style (Mesquita et al., 2006): pres-
ence of laterally compressed tail and dorsal tail cristae
(Teixeira, 2003). The addition of more data, either molecu-
lar or morphological, should assist in resolving the rela-
tionships among Crocodilurus, Dracaena, and Tupinambis.

Within Teiinae, the combined 12S + 16S data (Fig. 3)
and the total evidence data set (Fig. 5) resulted in the fol-
lowing configuration ( Teius (Dicrodon (Ameiva (Kentropyx
(Aspidoscelis, Cnemidophorus))))), corroborating the close
relationship among Ameiva, Kentropyx, and Cnemidopho-
rus (including Aspidoscelis) suggested in previous works
(Gorman, 1970; Presch, 1974, 1983; Teixeira, 2003; Vanzo-
lini and Valencia, 1965). It should be noted that Ameiva
and Cnemidophorus are probably paraphyletic (Giugliano
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et al., 2006; Reeder et al., 2002) and, therefore, differences
in phylogenetic relationship among different studies can be
influenced by the choice of taxa.

4.2. Evolution of teiids

Based on our molecular dating (Fig. 4), the dispersal-
vicariance analysis (Fig. 6), the fossil record (Estes and
Baez, 1985; Gao and Fox, 1996; Krause, 1985), the distri-
bution of living genera (Krause, 1985), and environmental
and geological changes during the Tertiary (Colli, 2005;
Iturralde-Vinent and MacPhee, 1999; Ortiz-Jaureguizar
and Cladera, 2006), we propose the following scenario

for the evolution of Teiidae. The oldest teiid fossil dates
back to the early Cretaceous of North America (Nydam,
2002; Winkler et al., 1990), whereas the oldest fossil repre-
senting living lineages is from the Paleocene of South
America (Albino, 1996; Denton and O’Neill, 1995; Estes
and Baez, 1985). This suggests a southward dispersal of
the group during the late Cretaceous (Denton and O’Neill,
1995; Nydam, 2002; Presch, 1974), probably through the
Cretaceous Volcanic Arc, which briefly connected North
and South America during the late Campanian and early
Maastrichtian (Iturralde-Vinent and MacPhee, 1999).

Our molecular dating indicates an early origin of Callop-
istes during the Paleocene, which presumably is associated
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with the incongruence between our results (12S in relation
to the others sets) and those of Teixeira (2003) in the place-
ment of this genus. Our dispersal-vicariance analysis also
indicates that Callopistes diverged by vicariance, because
the ancestral area of Tupinambinae includes trans- and
ciss-Andean South America, whereas Callopistes 1is
restricted to trans-Andean South America (Fig. 6). This
vicariance event may be related with the “Salamancan
Sea”, a Paleocene marine transgression that covered a
great portion of South America, from Patagonia to Bolivia
and Peru, isolating the southwestern and northeastern
parts of the continent (Ortiz-Jaureguizar and Cladera,
2006; Sylwan, 2001).

According to our analyses, most living genera of Teiidae
originated during the Eocene/Oligocene (Fig. 5), epochs
characterized by a global cooling and desiccation of the cli-
mate, with the expansion of savanna formations in South
America (Ortiz-Jaureguizar and Cladera, 2006; Romero,
1993). The divergence between the two species of Callop-
istes (C. maculatus from Chile and C. flavipunctatus from
Peru) occurred in the Oligocene. During this epoch, the
present configuration of the Andes of central Chile began
to develop and a new marine transgression (‘‘Patagonian
Sea’’) occurred in the same region covered by the “Sala-
mancan Sea” (Ortiz-Jaureguizar and Cladera, 2006). This
old divergence may explain the large morphological differ-
ences between the two species.

Our molecular dating (Fig. 4) indicates that Cremido-
phorus and Aspidoscelis diverged during the Miocene.
However, since Cnemidophorus is paraphyletic, these
results should be interpreted with caution. Previous studies
suggest that the common ancestor of Ameiva and Cnemido-
phorus became isolated during the Cenozoic due to the sep-
aration between North and South America, with Ameiva
originating in the south and Cnemidophorus in the north
(Presch, 1974; Savage, 1966, 1982). This proposal was
mainly based on (1) the distribution of living genera, which
lead to the assumption that the center of origin of Cnemi-
dophorus is North or Central America (Savage, 1966,
1982), (2) phylogenetic analyses where Ameiva and Cnemi-
dophorus appear as sister groups (Presch, 1974), and (3) the
presence of fossil Cnemidophorus in Miocene—Pliocene
deposits of North America (Estes, 1964). This proposal
implies that the ancestor of Cnemidophorus and Aspidoscel-
is migrated to North America during the Late Cretaceous
(Presch, 1974), differentiated, and returned to South Amer-
ica after the re-establishment of the Panamanian Isthmus
(Presch, 1974; Savage, 1966). However, our evolutionary
scenario indicates (1) a much later origin of Cnemidopho-
rus + Aspidoscelis, after the separation of North and South
America (Fig. 5); (2) a divergence between Cnemidophorus
and Aspidoscelis before the reconnection of the Panama-
nian Isthmus, during the Pliocene (Fig. 5); (3) that the sister
group of Cnemidophorus + Aspidoscelis is Kentropyx (strict
South-American group), and not Ameiva (Figs. 3 and 4);
and (4) that the ancestral area of the lineage Cnemidopho-
rus + Aspidoscelis is restricted to South America (Fig. 6).

Thus, our results indicate a South American origin of
Cnemidophorus + Aspidoscelis, after which some lineage
(possibly close to C. longicaudus) migrated to North Amer-
ica during the early Miocene. The presence of a Miocene—
Pliocene fossil of Cnemidophorus (or Aspidoscelis) from
Nebraska (USA) (Estes, 1964) agrees with this assertive.
It should be stressed that this single specimen was lost
and its classification was solely based on an illustration
and previous notes (Estes, 1964). Except for this single
specimen, there are no other fossils of Teiidae from the
Tertiary of North America.

The assumption of a Cnemidophorus + Aspidoscelis cen-
ter of origin in North America is flawed, because it exclu-
sively relies on the large number of species currently
living in this region, ignoring the phylogenetic relationship
of the group (Bremer, 1992; Humphries and Parenti, 1999;
Ronquist, 1997). Given that Cnemidophorus and Ameiva
are paraphyletic (Giugliano et al., 2006; Reeder et al.,
2002), further work on the phylogenetic relationship
among ‘“‘cnemidophorines” is necessary to clarify the evo-
lution and historical biogeography of the group.

Therefore, the published evidence and our results (Figs.
5 and 6) indicate an early dispersal of the ancestor of Aspi-
doscelis to North America, before the reconnection of the
Panamanian Isthmus. This could have been accomplished
by two means: island hopping or over water dispersal.
GAARIlandia, a structure formed by the Greater Antilles
and the Aves Ridge, which connected to South America
during the Eocene-Oligocene transition (Iturralde-Vinent
and MacPhee, 1999), could have facilitated the northward
dispersal of South American elements. However, our anal-
yses indicate an early Miocene divergence of Aspidoscelis,
after the subsidence of GAARIlandia. Hedges (1996) sug-
gested that most nonvolant vertebrate fauna arrived in
the West Indies by over water dispersal from South Amer-
ica, based on molecular estimates of divergence times
between island taxa and their mainland counterparts. In
addition, the divergence between Ameiva ameiva and its
island congeners was estimated around 27 MYA, after
the subsidence of GAARIlandia, thus favoring the hypoth-
esis of over water dispersal (Hower and Hedges, 2003).

Our results showed that Tupinambinae and Teiinae are
monophyletic, in agreement with Presch (1983); and that
Callopistes was the first living tupinambine to diverge,
probably during the Paleocene. Additionally, within Teii-
nae, ‘“cnemidophorines” are monophyletic, in agreement
with most previous studies (Gorman, 1970; Presch, 1974,
1983; Teixeira, 2003; Vanzolini and Valencia, 1965) and
Teius was the first member to diverge. Molecular dating
and biogeography analysis indicate that all living genera,
except Aspidoscelis, originated in isolation in South Amer-
ica and most living genera diversified during the Eocene,
coinciding with the expansion of savannas in South Amer-
ica. Cnemidophorus may have originated in South America,
and some of its populations (ancestor of Aspidoscelis) may
have migrated northward between the Oligocene and
Miocene.
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Abstract

The lizard genus Kentropyx (Squamata: Teiidae) comprises nine species, which have been
placed in three species groups (calcarata group, associated to forests ecosystems; paulensis
and striata groups, associated to open ecosystems). We reconstructed phylogenetic relationships
of Kentropyx based on morphology (pholidosis and coloration) and mitochondrial DNA
data (12S and 16S), using maximum parsimony and Bayesian methods, and evaluated
biogeographicscenarios based on ancestral areas analyses and molecular dating by Bayesian
methods. Additionally, we tested the life-history hypothesis that species of Kentropyx
inhabiting open ecosystems (under seasonal environments) produce larger clutches with
smaller eggs and that species inhabiting forest ecosystems (under aseasonal conditions)
produce clutches with fewer and larger eggs, using Stearns’ phylogenetic-subtraction
method and canonical phylogenetic ordination to take in to account the effects of phylogeny.
Our results showed that Kentropyx comprises three monophyletic groups, with K. striata
occupying a basal position in opposition to previous suggestions of relationships. Addi-
tionally, Bayesian analysis of divergence time showed that Kentropyx may have originated
at the Tertiary (Eocene/Oligocene) and the “Pleistocene Refuge Hypothesis’ may not explain
the species diversification. Based on ancestral reconstruction and molecular dating, we
argued that a savanna ancestor is more likely and that historical events during the Tertiary
of South America promoted the differentiation of the genus, coupled with recent Quaternary
events that were important as dispersion routes and for the diversification at populational
levels. Clutch size and egg volume were not significantly different between major clades
and ecosystems of occurrence, even accounting for the phylogenetic effects. Finally, we argue
that phylogenetic constraints and phylogenetic inertia might be playing essential roles in
life history evolution of Kentropyx.

Keywords: biogeography, Kentropyx, life-history evolution, phylogenetic ordination, phylogenetic
subtraction, phylogeny
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Introduction

A great deal of biotic and abiotic factors may influence lizards’
reproductive cycles (Fitch 1970). Food and water availability
are often considered the main constraints on reproduction
Correspondence: Fernanda de P. Werneck, Department of Biology,
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Fax: 801-422-0090; Email: fewerneck@gmail.com

(Magnusson 1987; De Marco 1989). Due to this influence,
local populations tend to adapt their reproductive cycles to the
environment, being under continuous selective pressure
(Roff 1992). As a result, populations and species from
different localities, under distinct environmental conditions,
may exhibit variation in life-history traits, such as repro-
ductive frequency, and number and size of offspring (Fitch
1982, 1985; Brown & Shine 2006).
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Quantitative characteristics, such as clutch size and egg
volume, are essential to the study of life history because
they can elucidate how energy is allocated to reproduction.
The amount of energy available for reproduction and
limiting factors, such as body size and shape, foraging
mode and habitat specificity, may determine the number
and size of offspring (Vitt 1981; Zug et al. 2001). Thus, based
on hypotheses of trade-offs in life-history evolution, an
offspring should represent an optimal compromise between
number and size of eggs that results in maximum survival
of juveniles and gravid females (Stearns 1989; Shine &
Schwarzkopf 1992; Pough et al. 1998). As an adjustment to
different selective pressures, species of nonseasonal and
seasonal environments usually have distinct reproductive
strategies. Fitch (1982) hypothesized that species in tropical
forest (often aseasonal) ecosystems should temporally spread
out their reproductive investments, thus producing more
clutches with fewer and larger eggs. Conversely, species in
open (often seasonal) ecosystems should concentrate repro-
ductive investment during the favourable (rainy) period,
and thus produce larger clutches with smaller eggs (Fitch
1982). This hypothesis has never been adequately tested
within monophyletic groups that have species in both
seasonal and aseasonal environments.

A problem of most comparative studies is that they do
not consider the phylogeny of species under study. In such
a case, it is difficult to determine whether the option for one
reproductive strategy was determined by ecological relations
of the population or by the inheritance of ancestral adap-
tations. Species belong to hierarchical phylogenies, and
thus cannot be treated as independent observations for
the study of covariation among life-history traits (Felsen-
stein 1985b; Harvey & Pagel 1991). Dunham & Miles (1985)
suggested that phylogenetic constraints have a central
importance in reproductive patterns of lizards and snakes
and cannot be ignored in analyses of the life-history
evolution.

The lizard genus Kentropyx (Squamata: Teiidae) is dis-
tributed in South America, east of the Andes (Gallagher &
Dixon 1992). The genus was described by Spix in 1825 and
is distinguished from all other teiid genera by the presence
of keeled ventral scales (Gallagher 1979). The systematics
of Kentropyx had been problematic, with 19 nominal taxa
already proposed, most of which were later considered as
junior synonyms. Gallagher & Dixon (1992) recognized eight
species in three species groups, based on qualitative char-
acteristics of dorsal scales: (i) the calcarata group (K. calcarata,
K. pelviceps and K. altamazonica), with small granular dorsal
and lateral scales, and a clear distinction between the
dorsals and the keeled plate-like supracaudals; (ii) the
paulensis group (K. paulensis, K. viridistriga and K. vanzoi),
with granular dorsals and lateral scales gradually enlarging
towards the tail, where dorsals and supracaudals are almost
indistinct; and (iii) the striata group (K. striata and K. borckiana)
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with rows of enlarged plate-like dorsals and granular
lateral scales. This arrangement, however, was based solely
on total similarity without assessing phylogenetic rela-
tionships among species or the monophyly of the groups
proposed. It should be noted that K. borckiana is parthe-
nogenetic and its hybrid origin between K. calcarata and
K. striata has been supported (Cole et al. 1995; Reeder et al.
2002). Through a similarity analysis of mitochondrial
DNA, Reeder et al. (2002) observed that the maternal
ancestor of K. borckiana was K. striata. More recently, we
collected an undescribed species from the Jalapdo region
in central Brazil, one of the largest remaining tracts of
undisturbed Cerrado, the largest Neotropical savanna
biome (Oliveira & Marquis 2002). This species seemingly
belongs to the paulensis group and is hereafter referred to
as Kentropyx sp.

Species of the calcarata group occur mostly in forests of
the Amazon Basin, including forest edges, clearings caused
by fallen trees, secondary growth, river margins and
plantation sites; however, some isolated populations of K.
calcarata exist in the Atlantic forest of Brazil (Gallagher &
Dixon 1992; Avila-Pires 1995). On the other hand, species of
the paulensis group inhabit open ecosystems of the Brazilian
Shield, with K. vanzoi being endemic to the Cerrado, partic-
ularly in areas with sandy soils (Nogueira 2006; Vitt &
Caldwell 1993), and K. viridistriga being endemic to the
flooded savannas of the Chaco-Parana Basin, in the Pantanal
and Guaporé depressions. Finally, species of the striata group
occur in open ecosystems of the Guiana Shield, northern
Amazon Basin, and in some Caribbean islands. Gallagher
& Dixon (1992) identified some isolated populations of K.
striata in northeastern Brazil (Gallagher & Dixon 1992).

Within Teiidae, Kentropyx forms a monophyletic group
with Ameiva, Cnemidophorus and Aspidoscelis (‘cnemido-
phorines’; Vanzolini & Valencia 1965; Gorman 1970; Presch
1974; Reeder et al. 2002; Teixeira 2003; Giugliano et al. 2007).
Gallagher & Dixon (1992) proposed that dorsal scales
increased in size and femoral pores decreased in number
during the evolution of Kentropyx, with the calcarata, pau-
lensis, and striata groups, in this order, being arranged in a
linear progression of increasing size of dorsal scales (and
consequent decreasing number) and decreasing number of
femoral pores. This progression was interpreted as being
related to thermoregulation, such that large numbers of
femoral pores and dorsal scales (smaller in size) are associ-
ated with shade-tolerance in forest species, whereas small
numbers of femoral pores and dorsals (larger) are related
to heat-tolerance in open vegetation species (Gallagher et al.
1986). However, without phylogenetic analyses, the division
of Kentropyx into groups and the interpretation of the
evolution of morphological and ecological traits are merely
speculative.

Gallagher & Dixon (1992) interpreted the current distribu-
tional patterns of Kentropyx as consistent with the ‘Pleistocene
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Refuge Hypothesis’: successive climatic and vegetational
cycles during the Pleistocene promoted the expansion and
retraction of species ranges, with speciation occurring
in forest refuges during dry/cold periods, and in savanna
refuges, during wet/hot periods (Haffer 1969, 1982;
Gallagher 1979; Gallagher & Dixon 1992). The presence of
K. striata in open ecosystem enclaves within Amazon and
Atlantic forests and the widely geographically separated
populations of K. calcarata in Amazon and Atlantic forests
apparently support this hypothesis. However, other events
able to explain current distributional patterns, such as
secondary dispersal, were not considered. Moreover, the
importance of the ‘Pleistocene Refuge Hypothesis’ on the
distributional patterns of the South American herpetofauna
has been clearly overestimated (Colli 2005). Ancient historical
events of the Tertiary, like marine transgressions, the arrival
of immigrants from Central and North America, and the
uplift of the Central Brazil Plateau, may have had more
profound influences (Colli 2005).

Herein, we reconstruct phylogenetic relationships of
Kentropyx based on morphology and mitochondrial DNA
data (12S and 16S), using maximum parsimony and Bayesian
methods, and evaluate biogeographic scenarios based on
ancestral areas analyses and molecular dating by Bayesian
methods. We also test the life-history hypothesis that open
ecosystem species of Kentropyx produce larger clutches
with smaller eggs and that forest ecosystems species pro-
duce clutches with fewer and larger eggs, using Stearns’
phylogenetic-subtraction method and canonical phylogenetic
ordination.

Materials and methods

Phylogeny and biogeography

Morphological data. We obtained reproductive and morph-
ological data of Ameiva ameiva and Cnemidophorus grami-
vagus (used as outgroups in phylogenetic analyses), and
Kentropyx from museum specimens (Appendix I; total of
1143 specimens of Kentropyx; Table 1). Morphological data
included pholidosis and coloration patterns (for a detailed
description of morphological characters and states see
Appendix II).

We coded quantitative characters as continuous variables
using step matrix gap-weighting for parsimony analysis
(Wiens 2001). This method attributes different weights to
intervals with different ranges, through a step matrix that
shows costs of transitions between each character state.
For each species sampled, we coded qualitative characters
with intraspecific variation (polymorphism) using the
frequency of derived states (Wiens 1995). We weighed
qualitative characters with no polymorphism by 999 and
polymorphic qualitative characters by 999 divided by the
largest number of steps between two character states, and

thus, the cost of a transformation in quantitative characters is
equivalent to the weight of a polymorphic or no-polymorphic
character (Wiens 2001). Consequently, all analyses using
this weighting scheme produced cladograms with lengths
(and Bremer branch support) multiplied by 999. Thus, we
divided the length and Bremer branch support of those
cladograms by 999, allowing comparisons with other studies.
For Bayesian analyses, we gap-coded quantitative characters
(Thiele 1993), using 0.5 standard deviation as cut-point and
regarded them as ordered. We conducted Bayesian analyses
using MrBayes-ordered standard model (Huelsenbeck &
Ronquist 2001).

Molecular data. We used 12S and 16S mitochondrial
DNA sequences previously published (GenBank-NCBI;
www.ncbi.nlm.nih.gov/) or obtained by us (Table 2). We
extracted whole genomic DNA from liver using DNeasy
tissue kits (QIAGEN) and amplified fragments of nearly
350 bp of the 125 ribosomal gene and of nearly 500 bp of
the 16S gene with 12Sa, 12Sb, 16SaR, and 16Sd primers,
using the same polymerase chain reaction (PCR) conditions
described in Reeder (1995). We sequenced PCR products
on an ABIPRISM 377 automated DNA sequencer (Applied
Biosystems) using DYEnamic ET terminator cycle sequencing
kit (Amersham Pharmacia Biotech), according to manu-
facturer’s instructions, and analysed and edited sequences
using BioEdit 5.09 (Hall 1999). We obtained a multiple
alignment based on parsimony with MALIGN 2.7 (Wheeler
& Gladstein 1994). We assigned gap costs for internal gaps
(2) and leading and trailing gaps (1), but equal weight for
transitions and transversions. All alignments were submitted
to TreeBase (study Accession no. SN3720). For both 125 and
16S mitochondrial DNA sequences, we chose the model of
sequence evolution by hierarchical likelihood ratio tests
(HLRTs) using ModelTest 3.7 (Posada & Crandall 1998).
For the Bayesian combined molecular data (125 + 16S), each
sequence had its own independent model of evolution and
model parameters.

Phylogenetic analysis. We conducted phylogenetic analyses
with maximum parsimony (MP) and Bayesian methods,
using the species A. ameiva and C. gramivagus as outgroups.
We excluded Kentropyx borckiana from analyses because of
its hybrid origin (Cole et al. 1995; Reeder et al. 2002), which
precludes a dichotomous tree to correctly represent its
relations with other species of Kentropyx (Frost & Wright
1988). We analysed each character partition (morphology,
12S, 16S) separately and in combination, using pAUP*
version 4.0b10 (Swofford 1999) and MrBayes version 3.0b4
(Huelsenbeck & Ronquist 2001). For MP analysis, we used
branch-and-bound searches, coding gaps as a fifth state
(Giribet & Wheeler 1999) and assessed the reliability of
results with 1000 bootstrap samples (Felsenstein 1985a)
and Bremer support (Bremer 1994), with MacClade 4.0
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K. altamazonica K. borckiana K. calcarata K. paulensis K. pelviceps K. striata K. vanzoi K. viridistriga Kentropyx sp.
Variables (n =233) n=4) n=231) (n=96) (n=157) (m=150) (n=160) (n=21) (n=21)
Supralabials 122+0.6 120+£00 121+05 122+06 123+0.6 12.0+02 12.0+03 123+0.6 121+07
(10-14) (12-12) (10-15) (11-15) (10-15) (12-13)  (11-14) (12-14) (10-14)
Infralabials 102+1.5 82+0.5 99+13 87+x14 103+1.7 99x14 87x12 78x07 8.0x0.0
(8-15) (8-9) (8-12) (6-14) (8-14) (6-13) (7-13) (6-9) (8-8)
Collar scales 16.6 + 1.5 175+06 164+1.6 162+16 169x16 139x11 143+x12 161+18 158 +1.5
(13-22) (17-18) (13-22) (12-21) (11-22) (11-17)  (12-17) (12-19) (13-18)
Supraoculars 31+03 32+05 30+01 3102 31+03 31+03 31+x03 3204 3.0+0.0
G4 (4 (3-4) (3-4) Ca) (34 (34 (4 (3-3)
Parietals 3.0+0.0 3.0+00 3001  3.0x02 30+01 30+00 3.0+00 3000 3.0+00
(3-3) (3-9) (3-5) (34 54 (3-3) (3-3) (3-3) (3-3)
Postparietals 25+0.8 27+05 22+04 25x07 23+05 21x04 23x05 2607 25+0.7
(2-6) (2-3) 2-5) (2-5) 24 2-5) 24 (2-5) 24
Scales around 107.7 +7.8 747+21 1138+97 784x79 1119x75 478+43 838+6.6 750%5.1 718+72
midbody (89-135) (72-77) (93-140)  (61-100) (94-132)  (38-64) (71-106)  (66-83) (61-90)
Transverse rows 333 1.1 303+05 325+12 322+11 312x11 317+09 316+11 339+12 32.7+08
of ventrals (30-36) (30-31) (29-35) (30-35) (29-34) (29-34)  (29-35) (32-36) (31-34)
Ventrals in 15.6 £ 0.8 16.0+0.0 143+07 139+07 147x09 146x09 127x09 145+0.8 14.0+0.0
transverse row  (13-17) (16-16) (13-16) (12-16) (14-16) (13-16)  (12-14) (14-16) (14-14)
Femoral pores ~ 33.1+2.8 255+24 378+34 187x25 403+33 131+12 103+x19 231425 21.1+13
(20-40) (23-28) (28-46) (12-24) (32-49) (10-16)  (6-16) (18-28) (19-24)
Prefemorals 127 +1.8 10.0+00 124+17 86=11 119+14 73+06 76+09 89x09 8.8+0.6
(9-19) (10-10) (7-17) (6-11) (8-16) (6-9) (6-10) (7-11) (8-10)
Prefemorals rows 15.4 +1.2 143+05 162+12 129+1.0 161x10 139x08 122+09 150+15 13.0+0.7
(12-20) (14-15) (12-19) (11-15) (14-18) (12-16)  (10-14) (12-18) (11-14)
Infratibiais rows 11.6 +0.9 115+1.0 11.0£09 93+09 11.5+12 9.0+08 84+07 96=08 79+0.6
(9-14) (10-12) (9-15) (8-11) (9-15) (7-11) (7-11) (8-11) (7-9)
Preanals 47 +0.6 45+0.6 46+06 40x05 46+05 43+05 38+05 43+05 45+0.6
(4-6) (4-5) (4-6) (3-5) (3-6) (3-5) (3-5) 4-5) (4-6)
Fourth finger 18.8 1.4 18.0+08 171+11 151+12 174x12 161x10 158+10 162+1.3 154 +0.7
lamellae (15-22) (17-19) (15-23) (12-18) (14-20) (13-19)  (13-18) (14-20) (14-17)
Fourth toe 273+1.7 280+08 265+15 229+19 258+17 245+13 234+14 251+15 21.7+12
lamellae (20-33) (27-29) (22-32) (18-28) (21-31) (22-28)  (20-28) (23-29) (20-24)
Dorsals 164.0 £ 17.4 118.0+3.5 157.6+10.0 129.5+10.6 1439+94 84.1+39 1437+9.2 1340114 118357
(130-207) (115-121)  (132-186)  (106-155)  (119-182) (75-93) (123-164) (116-156) (108-129)
Scales around 19.+£16 16506 172+1.6 155+x16 19615 182+1.0 147+12 176=+14 16.8+1.1
tail (15) (16-22) (16-17) (14-22) (13-19) (16-23) (15-28)  (12-19) (15-20) (14-18)

(Maddison & Maddison 1999) and PAuP*. Bayesian analyses
started with randomly generated trees and ran for 5.0 x 106
generations, implementing the Metropolis-coupled Markov
chain Monte Carlo method (MC3) (Altekar et al. 2004). We
sampled trees at intervals of 100 generations, producing
50 000 trees. We plotted the log-likelihood scores of the
50 000 trees against generation time to detect stationarity
using Tracer 1.4 (Rambaut & Drummond 2007). We regarded
all sample points before stationarity as burn-in samples
(until 6500th generation) that contained no useful information
about parameters. For each analysis, we conducted four
independent runs to avoid trapping in local optima. The
frequency of any particular clade in the majority-rule
consensus tree of the stationarity stage, from the four
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independent runs, represented the posterior probability of
that node (Huelsenbeck & Ronquist 2001).

Molecular dating. We estimated divergence times based on
a Bayesian relaxed molecular clock approach implemented
in MULTIDISTRIBUTE (Thorne et al. 1998; Kishino et al.
2001; Thorne & Kishino 2002). This approach allows the
incorporation of multiple time constraints, and takes into
account both molecular and palaeontological uncertainties
to estimate the variance of divergence times. For this
analysis, we used the most parsimonious tree topology
of the combined analysis (morphological + 12S and 165
mitochondrial DNA sequences). We calibrated the origin
of the genus based on Giugliano et al. (2007) estimate [29.8



266 F. P. WERNECK ET AL.

Table 2 Species, locality, collection, collection number and GenBank Accession number

Species Locality

Collection Tag GenBank Accession no.

Peru: Cuzco Amazodnico
Venezuela: Portuguesa
Peru: Loreto

Venezuela: Tapirapeco
Guyana: Warniabo Creek
Brazil: Vila Rica-MT
Ecuador: Sucumbios

Ameiva ameiva 1
Cnemidophorus gramivagus
Kentropyx altamazonica
Kentropyx altamazonica
Kentropyx calcarata 1
Kentropyx calcarata 2
Kentropyx pelviceps
Kentropyx striata
Kentropyx paulensis 1*
Kentropyx paulensis 2*
Kentropyx vanzoi 1*
Kentropyx vanzoi 2*
Kentropyx sp. 1*
Kentropyx sp. 2*

K. viridistriga 1*

K. viridistriga 2*

Brazil: Paracatu -MG
Brazil: Paracatu -MG
Brazil: Vilhena — RO
Brazil: Vilhena — RO
Brazil: Mateiros-TO
Brazil: Mateiros-TO
Brazil: Mato Grosso
Brazil: Mato Grosso

Guyana: Southern Rupununi Savanna

SBH 267103 12S — AY359473, 165 — AY359493
ALM 8199 12S — AY046432, 165 — AY046474
KU 205015 12S — AY 046456, 16S — AY046498
AMNH R-134175 12S — AY 046455, 165 — AY046497
AMNH R-140967 12S — AY 046458, 165 — AY046500
MTR 978224 12S — AF420707, 16S — AF420760
OMNH 36502 125 — AY 046459, 16 s — AY046501
AMNH R-139881 12S — AY046460, 165 — AY046502
CHUNB 26031 12S - EU345185, 16S — EU345179
CHUNB 26032 125 - EU345187, 16S — EU345181
CHUNB 11631 125 - EU345191, 16S — EU345177
CHUNB 11644 12S - EU345188, 16S — EU345178
CHUNB 41296 125 - EU345192, 16S - EU345184
CHUNB 41299 125 — EU345190, 16S — EU345180
UFMT 1270 12S - EU345189, 16S — EU345182
UFMT 2375 125 - EU345186, 16S — EU345183

ALM,, field series of Allan L. Markezich, Black Hawk College, Moline, IL; AMNH, American Museum of Natural History; CHUNB, Colegao
Herpetolégica da Universidade de Brasilia; KU, Natural History Museum, University of Kansas; MTRs, from Miguel Trefaut Rodrigues
(IBUSP and MZUSP, Sao Paulo, Brazil), OMNH, Oklahoma Museum of Natural History, University of Oklahoma; SBH, Tissue collection
of S. Blair Hedges, Pennsylvania State University; UFMT, Universidade Federal do Mato Grosso, Mato Grosso, Brazil. Asterisks correspond

to sequences provided by our study.

million years ago (Ma)] and confidence intervals (lower
bound 15.7 Ma and upper bound 48.4 Ma).

Dispersal-vicariance analysis. We inferred ancestral areas
based on parsimony, using DIVA 1.1 (Ronquist 1997), which
searches for optimal distribution of ancestral nodes that
minimize dispersal and extinction events (higher costs
events) (Ronquist 1997). We used five areas in the analysis,
corresponding to four large geological areas of the South
American Platform mostly formed during the Tertiary
(Almeida et al. 2000) and important for the diversification
of the South American herpetofauna (Colli 2005). We also
included the Atlantic Forest, corresponding to peripheral
records of Kentropyx calcarata. Thus, the areas were: (A)
Guianan Shield, (B) Amazon Basin, (C) Atlantic Forest, (D)
Brazilian Shield, and (E) Chaco-Parand Basin (Fig. 1).

Life-history parameters

We considered females containing oviductal eggs, vitellogenic
follicles or corpora lutea as reproductive, and estimated
clutch size based on the number of eggs or vitellogenic
follicles. For reproductive analyses, we removed, counted,
and measured length and width (with digital calipers to
0.01 mm) of oviductal eggs. We calculated egg volume
with the formula for a spheroid:

(23

where w is egg width and [ is egg length. For each
individual lizard, we also measured the snout-vent length
(SVL) to 1 mm, with digital calipers.

We assessed interspecific differences in clutch size and
mean egg volume of Kentropyx, using the analysis of cov-
ariance, with SVL as the covariate, and the Tukey HSD test,
for a posteriori multiple comparisons of species means. To
assess differences in clutch size and mean egg volume of
Kentropyx between forest and open vegetation ecosystems
(calcarata group in forests; paulensis and striata groups in
open vegetations) and among all species of Kentropyx, we
built linear mixed-effects models, with species as a nested
random effect and SVL as a covariate. We chose this
approach (i) because of significant correlations between
SVL vs. clutch size (r = 0.62, t,;, = 11.32, P < 0.001) and SVL
vs. mean egg volume (r = 0.45, t5, = 3.54, P < 0.001), (ii)
because the design was unbalanced, and (iii) to avoid
inflation of type I Error by pseudoreplication (degrees of
freedom should be based on species, not on individual
lizards). We performed these statistical analyses using R
version 2.7.0 (R DCT 2008).

Stearns phylogenetic-subtraction method and canonical
phylogenetic ordination

We used Stearns’ phylogenetic subtraction method (SPSM,
Stearns 1983; Harvey & Pagel 1991) and canonical phylo-
genetic ordination (CPO; Giannini 2003) to examine the
influence of habitat (major vegetation type of occurrence) on
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C: Atlantic
'Forest

Fig. 1 Geographic areas used in the DIVA analysis. A: Guianan
Shield, B: Amazon Basin, C: Atlantic Forest, D: Brazilian Shield,
E: Chaco-Parana Basin.

clutch size and egg volume, independently of phylogenetic
relationships. We performed SPSM through multiple linear
regressions between clutch size and egg volume (dependent
variables) and the phylogenetic information (independent
variables), which consisted of binary variables representing
all monophyletic groups of Kentropyx, based on a given
topology (defined in Fig. 4A). Next, we used regression
residuals, representing the variation not attributed to
phylogenetic effects, to evaluate the influence of vegetation
type upon clutch size and egg volume, using the analysis of
covariance (ANcovAa) with SVL as covariate. We conducted
these analyses using R version 2.7.0 (R DCT 2008).

CPO is a modification of canonical correspondence
analysis (CCA, Ter Braak 1986), a constrained multivariate
ordination technique that relates the variation in a matrix
of dependent variables with another matrix of independent
variables, maximizing their correlations (Ter Braak 1986;
Giannini 2003). The significance of the association between
each monophyletic group and variables of interest is tested
by randomization of one or both of the data sets. In our
CPO, one of the matrices (Y) contained reproductive data
(clutch size and egg volume) measured over the species of
Kentropyx, whereas the other matrix (X) consisted of a tree
matrix that contained all monophyletic groups of a given
topology, each coded separately as a binary variable
(Fig. 4A) and major vegetation type of occurrence of each
species of Kentropyx. We used SVL as a covariate in CPO. The
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Fig. 2 Kentropyx phylogeny inferred from morphological data. (A)
Most parsimonious tree, with bootstrap and Bremer support
values, respectively. Bremer support values are not absolute
numbers because they were divided by 999 in order to compensate
the character weighting. (B) Tree inferred by Bayesian analysis,
with posterior probability values.

analysis thus consisted of finding the subset of groups (columns
of X) that best explained the variation in Y, independently
of SVL, using CCA coupled with Monte Carlo permutations.
We performed CPO in Canoco 4.5 for Windows (Ter Braak &
Smilauer 2002), using the following parameters: symmetric
scaling, biplot scaling, downweighting of rare species, manual
selection of environmental variables (monophyletic groups),
9999 permutations, and unrestricted permutations.

Results
Phylogenetic analysis and biogeographic scenarios

Morphological phylogeny. The maximum-parsimony analysis
recovered a single most-parsimonious tree (Fig.2A)
with 77 steps (CI = 0.634, RI = 0.570). Despite low branch
support values, the topology indicated the monophyly of
two groups: a forest clade consisting of K. altamazonica,
K. calcarata, and K. pelviceps and an open vegetation clade
consisting of K. striata, K. vanzoi, K. paulensis, K. viridistriga,
and Kentropyx sp. (Fig. 2A). Within the open vegetation
clade, K. striata is sister to a clade comprising K. vanzoi, K.
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Table 3 Parameters of molecular substitution model selected
by ModelTest for 12S and 16S regions

DNA Base Substitution Gamma
region frequencies frequency distribution (G)
12S A =0.3323 A-C =1.0000 0.2503
C=0.2428 A-G = 3.8806
G=0.1721 A-T =1.0000
T =0.2288 C-G =1.0000
C-T =12.9889
G-T =1.0000
16S A =0.3499 A-C =1.0000 0.1266
C=0.2571 A-G =6.1200
G =0.1642 A-T =1.0000
T =0.2288 C-G =1.0000
C-T =8.3267
G-T =1.0000

paulensis, K. viridistriga, and Kentropyx sp., occupying a
basal position among these species. The Bayesian analysis
produced a similar topology with a polytomy uniting
species of the forest clade (Fig. 2B).

Molecular data. We obtained five equally parsimonious
alignments for 12S sequences, with slight differences
among them, but only one most parsimonious alignment
was found for 16S sequences. We carried out phylogenetic
analyses on each of the five 12S alignments and obtained a
single topology, with small differences in bootstrap indices
and Bremer support (results not shown). Thus, we arbitrarily
chose one of the alignments to be used in the following
analyses (TreeBase Accession no. SN3720). The likelihood-
ratio test implemented in ModelTest favoured the TrN + G
model of sequence evolution [Tamura—Nei model with
a gamma distribution parameter; (Tamura & Nei 1993)]
for both 12S and 16S. Table 3 depicts the inferred base
frequencies, the ratio of invariable sites, and the gamma
distribution parameter.

The multiple alignments of 12S sequences generated a
fragment of 333 base-pair characters, with 67 informative
characters. An unweighted branch-and-bound search
produced a single most parsimonious tree with 185 steps
(CI=0.762,RI = 0.777), placing K. striata at the base of the tree,
followed by a clade containing K. viridistriga, K. paulensis,
and Kentropyx sp., and another formed by K. vanzoi, K.
altamazonica, K. pelviceps, and K. calcarata. Except for the
placement of K. vanzoi, the other groupings had high
branch support values. The consensus tree obtained by
Bayesian analysis under the TrN + G model of evolution
had some incongruences with the MP tree, with a single
well-supported group formed by K. viridistriga, K. vanzoi,
K. paulensis, and Kentropyx sp. (paulensis group).

For the 165 gene, we obtained a fragment with 446
positions and 84 informative characters. We found two
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82/3 Kentropyx altamazonica
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E Kentropyx viridistriga
82/3 100/15 Kentropyx viridistriga

5777 Kentropyx paulensis
97/4 Kentropyx paulensis
WEE Kentropyx sp.
A 99/5 Kentropyx sp.
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Kentropyx viridistriga
100 —1()()E Kentropyx viridistriga
Kentropyx paulensis
97 Kentropyx paulensis

100 Kentropyx sp.
B 100 Kentropyx sp.

100

Fig. 3 Kentropyx combined mtDNA phylogeny inferred from
combined 125 and 16S sequences. (A) Most parsimonious tree,
with bootstrap and Bremer support values, respectively. (B) Tree
inferred by Bayesian analysis using the TrN + G model, with
posterior probability values.

equally most parsimonious trees with 224 steps (CI = 0.665,
RI = 0.706), with three well-supported groups: a clade
formed by K. viridistriga, K. paulensis, and Kentropyx sp.,
another formed by K. paulensis and Kentropyx sp. and a
third consisting of K. striata in basal position (striata group).
These monophyletic groups were also recovered by MP
and Bayesian analyses based on the 12S sequences. The
consensus tree obtained by Bayesian analysis under the
TrN + G model of evolution was consistent with the MP
tree, containing the same three groups.

The MP analysis of the combined molecular data (12S
+ 16S) resulted in one most parsimonious tree (Fig. 3A)
with 413 steps (CI = 0.702, RI = 0.728). The MP tree strongly
supported K. striata as the basal species (striata group),
followed by a clade consisting of K. altamazonica, K. calcarata
and K. pelviceps (the forest-dwelling calcarata group) and
another formed by K. vanzoi, K. viridistriga, K. paulensis, and
Kentropyx sp. (paulensis group). The Bayesian analysis
resulted in a different topology (Fig. 3B) but also strongly
supported the monophyly of the paulensis group.

Combined data: DNA and morphology. The combined data
included 779 molecular and 49 morphological characters,
with 156 informative characters. The MP analysis produced
a single most parsimonious tree with 454 steps (CI = 0.714,
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A Fig. 4 Kentropyx phylogeny inferred from
Cnemidophorus gramivagus combined molecular (12S +16S) and
morphological data. (A) Most parsimonious
Ameiva ameiva tree, with bootstrap and Bremer support
values, respectively. Bremer support values
Kentropyx striata are not absolute numbers because they
were divided by 999 in order to compensate
100 S .
Kentropyx altamazonica the character weighting. (B) Tree inferred
B by Bayesian analysis using the TrN +G
100/22.58 79/4.06 Kentropyx calcarata model, with posterior probability values.
D Letters above clades correspond to mono-
A 85/5.59 Kentropyx pelviceps phyletic groups of Kentropyx used as
individual groups in canonical phylogenetic
99/10.43 -
Kentropyx vanzoi ordination.
C PR 1} .
95/5.70 . Kentropyx viridistriga
99/7.23 Kentropyx paulensis
100/11.46 Kentropyx sp.
B
Cnemidophorus gramivagus
Ameiva ameiva
Kentropyx altamazonica
64 — Kentropyx calcarata
90 b Kentropyx pelviceps
100 Kentropyx striata
Kentropyx vanzoi
o PY-
100 Kentropyx viridistriga
85 Kentropyx paulensis

96

RI=0.573, Fig. 4A). The MP tree presented three major
well-supported clades, corresponding to: (i) striata group
(at the base of the tree); (ii) calcarata group, and (iii)
paulensis group. The Bayesian analysis resulted in a similar
topology, except for the position of K. striata, which is a
sister species of the paulensis group forming a clade that
includes all open vegetations species (Fig. 4B). To investigate
if different coding strategies adopted for MP and Bayesian
analysis could be influencing the incongruent results, we
repeated MP using gap-coding for quantitative characters
(Thiele 1993), but we found exactly the same topology, with
small differences in branch support (results not shown).
In summary, relationships within and between calcarata
and paulensis groups are well established in both MP and
Bayesian analysis (Fig. 4). Conversely, the two approaches
disagree only in the placement of K. striata, either placed in
a basal position related to all other species (MP) or in a
more derived position as sister taxon of the paulensis group
(Bayesian). Based on the larger number of informative
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Kentropyx sp.

characters supporting the relationships of K. striata (6
morphological and 13 molecular in the MP topology; 5/0
in the Bayesian topology), on higher nodal support values
for the placement of K. striata (even if nodal support and
posterior probabilities are not directly comparable), and
on the smaller number of assumptions, we favoured the
topology recovered by MP for performing the analyses
that follow.

Molecular dating. The molecular dating analysis indicated
an early diversification of Kentropyx species mostly during
the Miocene (Fig. 5). According to our analysis, K. striata
was the first species to diverge during the Late Oligocene—
Early Miocene, and the last divergence was between K.
paulensis and Kentropyx sp. during the Late Miocene-Early
Pliocene. The calcarata and paulensis groups probably
diverged in the Early-Middle Miocene and the only
diversification that took place during the Quaternary was
among populations within species (Fig. 5).
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Fig. 5 Chronogram of Kentropyx evolution based on the combined
morphological and molecular data, with divergence times estimated
from a Bayesian relaxed molecular clock approach. Boxes indicate
mean divergence time + one standard deviation.

Dispersal-vicariance analysis. The DIVA analysis found two
equally most parsimonious reconstructions, with four
dispersal events each during the evolution of Kentropyx
(Fig. 6). In both reconstructions, the divergence of K. striata
was due to a vicariance event that isolated this group in the
Guianan Shield. In addition, both reconstructions indicate
that the divergence of the calcarata (in the Amazon Basin)
and paulensis (in the Brazilian Shield) groups was due to
vicariance. The two reconstructions differ in whether the
common ancestor of all living species of Kentropyx was
restricted to the Guianan and Brazilian Shields (Fig. 6A) or
if it also inhabited the Amazon Basin (Fig. 6B). The first
reconstruction implies that, after the divergence of K.
striata by vicariance and isolation in the Guianan Shield,
the common ancestor of the calcarata and paulensis groups
occupied the Amazon Basin via dispersal (Fig. 6A). According
to the second reconstruction, the common ancestor of all
living species of Kentropyx was widespread, occupying
the Amazon Basin and the Brazilian and Guianan Shields
due to an earlier dispersal event (Fig. 6B). Both reconstructions
require one dispersal event of K. calcarata into the Atlantic
Forest and another involving the common ancestor of
K. viridistriga, K. paulensis, and Kentropyx sp. into the
Chaco-Parané Basin.

Reproduction life-history evolution

Female reproduction. We obtained reproductive data from
all nine species of Kentropyx, but had no reproductive
female of Kentropyx sp. (Table 4). For data analysis, we
considered only reproductive females containing oviductal
eggs or vitellogenic follicles. Mean clutch size ranged from
3.31 (K. vanzoi) to 7.33 (K. viridistriga) (Table 5). For some
species, our results indicated clutch sizes largely different
from previous literature reports. For instance, previous

Fig. 6 Reconstructed ancestral distributions for each node on the
most parsimonious solutions obtained that consider (A) Guianan
and Brazilian Shield as ancestral areas or (B) Amazon Basin as an
ancestral area as well.

Table 4 Distribution of females of nine species of Kentropyx,
according to the reproductive condition

Non reproductive ~ Reproductive  Total of
Species females females females
K. altamazonicat 70 38 108
K. borckiana§ 1 1 1
K. calcaratat 34 56 90
K. paulensis} 8 19 27
K. pelvicepst 33 31 64
K. striata§ 68 45 113
K. vanzoif 26 13 39
K. viridistrigat 1 7 8
Kentropyx sp.; 9 0 9

tealcarata group; Tpaulensis group; §striata group.

studies indicate clutches of K. viridistriga of 6-7 eggs,
whereas we recorded a maximum clutch size of 12 eggs
(Table 5). Clutch size differed significantly among species
(irrespective of habitat), independently of SVL (ancova
F7,200 =12.97, P < 0.001). Based on post hoc Tukey HSD tests,
we found that clutch size of Kentropyx pelviceps (adjusted
mean + SE: 3.84 + 0.23) was significantly smaller than
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Table 5 Clutch size and egg volume (in mm3) of eight species of Kentropyx observed in this study and obtained from the literature. Values
indicate X + SD, sample size (in parentheses), and range (only for clutch size)

Clutch size Egg volume Clutch size

Species (this study) (this study) (literature) Sourcet

K. altamazonica 5.45 + 1.11 (38) 713.45 + 127.94 (14) 2,4 1
3-9

K. borckiana 6(1) - 59 2

K. calcarata 5.63 +1.23 (56) 921.16 + 149.13 (16) 3,7 1,234
3-9

K. paulensis 3.90 = 0.78 (19) 528.94 +189.10 (4) 3-5 5
3-6

K. pelviceps 5.52 +0.85 (31) 1089.39 + 200.25 (6) 5-8 6
4-7

K. striata 5.84 + 1.72 (45) 670.65 + 135.69 (8) 3-10 1,78
3-12

K. vanzoi 3.31+1.18 (13) 510.11 (1) - -
(1-6)

K. viridistriga 7.33 £2.34 (6) 804.06 + 87.42 (3) 6-7 2
(6-12)

+1- Avila-Pires (1995); 2- Gallagher & Dixon (1992); 3- Vitt (1991); 4- Magnusson & Lima (1984); 5- Anjos et al. (2002); 6- Vitt et al. (1995);

7- Dixon et al. (1975); 8- Vitt & Carvalho (1992).

K. altamazonica (5.70 + 0.16), K. calcarata (5.02 = 0.14), and
K. striata (5.89 = 0.15), whereas K. striata had significantly
larger clutches than K. calcarata (Tukey HSD, P < 0.05).
In addition, clutches of K. viridistriga (7.67 + 0.41) were
significantly larger than all other species of Kentropyx.
Species differ significantly in mean egg volume, indepen-
dently of SVL (ancova F,, =6.60, P <0.001). Based on
post hoc Tukey HSD tests, mean egg volume of K. striata
(adjusted mean =+ SE: 671.40 + 53.03 mm3) was significantly
smaller than K. calcarata (928.45 + 39.20 mm3) and K. pelviceps
(1112.59 + 71.29 mm3), whereas mean egg volume of K.
pelviceps was larger than K. altamazonica (709.28 + 40.61 mm3).
However, there was no difference between forest and
open-vegetation species in clutch size (forest: 5.5 + 1.1;
open-vegetation: 4.9 + 1.6; F1,6 =5.22; P = 0.06), or egg volume
(forest: X = 868.42 + 201.46 mm3, n = 36; open-vegetation:
X =650.20 + 164.17 mm3, n =16; F,5=4.12; P =0.10),
independently of SVL.

CPO and stearns phylogenetic-subtraction method. Multiple

linear regressions from the Stearns” phylogenetic subtraction
method revealed no significant phylogenetic effects on
clutch size (F, , = 0.645, P = 0.683) or egg volume (F, , = 2.003,
P =0.359) of Kentropyx. An ANcova on the regression
residuals revealed no significant influence of major habitat
type on clutch size (F; , = 0.313, P = 0.605) or egg volume
(F14=0.603, P = 0.481), independently of phylogenetic
structure. Moreover, SVL was significantly correlated with
both clutch size (r = 0.768, t = 2.683, P = 0.044) and egg
volume (r=0.936, t =5.927, P <0.001). Monte Carlo
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Table 6 Effect of monophyletic groups and ecosystems on the
reproductive features of Kentropyx. Clade labels according to Fig. 4

Groups Variation F P

A <0.01 0.190 0.7692
B <0.01 0.122 0.7143
D <0.01 0.411 0.5225
E <0.01 0.050 0.8132
Ecosystems <0.01 0.122 0.7063

permutations from CPO revealed no significant effects of
phylogenetic structure or habitat type on reproductive
parameters of Kentropyx (Table 6).

Discussion

Phylogenetic relationships and historical biogeography of
Kentropyx

The total evidence reconstructions, based on morphological
and molecular data, supported the monophyly of the
three phenetic groups of Kentropyx previously recognized
(Gallagher 1979), both using MP and Bayesian methods.
However, our results differ fundamentally from previous
proposals in the placement of K. striata (which represents
the striata group). According to our MP combined analysis,
K. striata is the most basal, and not the most derived species
of Kentropyx. Gallagher & Dixon (1992) advocated the
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lower number of dorsals (because of their larger sizes) and
femoral pores of K. striata as an adaptation for dry, open
ecosystems and as a derived condition relative to the
paulensis and calcarata groups, since other teiid genera do
not share these character states (Gallagher & Dixon 1992).
However, even if the phenetic grouping proposed previously
(Gallagher & Dixon 1992) matches the phylogenetic
relationships (this study), the relations among groups
should not necessarily follow the evolution of a single
character. The same sort of gene tree vs. species tree incon-
gruence problems deriving from single gene phylogenies
(Doyle 1997; Maddison 1997) can also occur for a single
morphological character phylogeny. Furthermore, correla-
tions between scale counts and surface area available for
thermoregulation or environmental properties are not
clear and straight. Controversial results indicate both
positive (Soulé & Kerfoot 1972; Malhotra & Thorpe 1997;
Sanders et al. 2004) and negative (Horton 1972; Lister 1976)
correlations between number of scales (inversely propor-
tional to their sizes) and drier environments. In addition,
Gallagher & Dixon (1992) used this character evolution
scenario and the current species distribution to conclude
that the ancestral Kentropyx ‘proceeded from a forest proto-
Kentropyx stock, derived from an Ameiva-Cnemidophorus-like
ancestor’ and that Quaternary refuge events promoted the
diversification of the genus, with secondary colonization
of drier, open environments. In summary, previous studies
addressing Kentropyx evolution proposed phylogenetic
relationships and biogeographic scenarios for the genus
without implementing rigorous phylogenetic analyses,
using alternative data sets, or including any biogeographic
reconstruction.

Our evolutionary scenario implies that Kentropyx striata
was the first species to diverge in the genus, at Late Oli-
gocene-Early Miocene, and that enlargement of dorsal
scales occurred early in the evolution the genus, with a
possible reversal occurring later in the calcarata group. The
basal divergence between K. striata (a Guianan Shield species)
and other species of Kentropyx is paralleled by other vertebrate
groups and concordant with a basal Brazilian/Guianan
Shield split, frequently attributed to Miocene marine intro-
gressions (Rasanen et al. 1995; Webb 1995; Ribas et al. 2005;
Noonan & Wray 2006; Garda & Cannatella 2007). Most of
Kentropyx diversification occurred at the Oligocene/Miocene,
a period fundamentally relevant for the diversification of
South America’s fauna (Gamble et al. 2008).

The period of origin of Kentropyx (Eocene/Oligocene)
was marked by savanna expansion in South America
(Giugliano et al. 2007) and is much more ancient than the
previously suggested origin and diversification during the
Quaternary (Gallagher & Dixon 1992). Thus, the ‘Pleistocene
Refuge Hypothesis” has only limited importance for the
diversification of Kentropyx species, being able to explain
only the recent diversification of populations. This and the

DIVA results suggest that the ancestor of Kentropyx was not
a forest-dweller as previously proposed (might be both
present in the Amazon Basin or totally non-forest). Given
that the close relatives of Kentropyx are primarily open
vegetation taxa even when occurring in the Amazon Basin,
an open vegetation ancestor is more plausible (Fig. 6A).
Therefore, savannas were likely the centre of origin of the
genus, instead of Amazonian forest, and successive Tertiary
events played a significant role in the differentiation of
living species. Accordingly, the distribution of species of the
calcarata group in the Amazon Basin is better explained as
a more recent dispersal, after the beginning of the marine
retraction.

Both most parsimonious DIVA reconstructions required
a dispersal event of K. calcarata into the Atlantic Forest.
Faunal and floral affinities between Amazon and Atlantic
forests are extensively documented (Andrade-Lima 1982;
Oliveira-Filho & Ratter 1995; Silva 1995; Bates et al. 1998;
Costa 2003). Older vicariance connections might be respon-
sible for some of these affinities, but most might be attributed
to one of the several more recent (Quaternary) forest corridors
proposed, acting as dispersal routes linking these forests
(Andrade-Lima 1982; Rizzini 1963, 1979; Bigarella et al.
1975; Oliveira-Filho & Ratter 1995). As a result, considering
the recent divergence between the two forest populations
of K. calcarata included here (3.4 Ma), the main distribution
of this species in eastern Amazonia and the occurrence of
Quaternary forest corridors previously connecting Amazon
and Atlantic Forests, the dispersal scenario proposed by
DIVA is supported.

Independent of the character partition analyzed and
optimality criteria adopted, some relationships were
typically recovered with high bootstrap and Bremer nodal
support and posterior probabilities values, such as the sister
relationship between K. paulensis and Kentropyx sp. and
between these two species and K. viridistriga. Further, the
monophyly of the paulensis group was well-supported, in
contrast to the calcarata group. Genetic population studies
might be useful to reveal higher levels of genetic similarity
and possible gene flow among species of the calcarata
group. The monophyly of the paulensis group corroborates
the hypotheses that the three emergent large land blocks
(Guianan Shield, Brazilian Shield, and Eastern base of the
Andes) during marine introgressions in the Tertiary (Miocene)
of South America would bear monophyletic taxa when
compared to lowlands (Aleixo 2004; Rasanen et al. 1995;
Webb 1995). This scenario was already corroborated from
the point of view of different groups of vertebrates (Aleixo
2004; Ribas et al. 2005; Noonan & Wray 2006, Garda &
Cannatella 2007).

In contrast to previous suggestions that K. vanzoi and K.
paulensis are sister species, primarily distributed in Cerrado
of Brazilian Shield (Colli 2005), our results indicate that K.
paulensis is the sister species of Kentropyx sp. and is more
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closely related to K. viridistriga, which inhabits the Chaco-
Parana depressions, than to K. vanzoi. The early divergence
between K. vanzoi and the other species of the paulensis
group might be attributed to isolation in the Parecis
Plateau, an extensive sedimentary basin (Hasui & Almeida
1985; Bahia et al. 2006) which experienced a regional uplift
during the Miocene (Costa et al. 1996; Westaway 2006).
Further, our DIVA results indicate that the common ancestor
of K. viridistriga, K. paulensis, and Kentropyx sp. was widely
distributed in the Brazilian Shield and the Chaco-Parana
Basin, and that a later vicariance event, probably the final
epeirogenic uplift of the Brazilian Shield during Middle—
Late Tertiary (Colli 2005), promoted the divergence between
K. viridistriga and the sister group, in the Pantanal and
Guaporé depressions. More recently, a parapatric speciation
event associated with sandy soils of the Tocantins depression
might have promoted the divergence between K. paulensis
and Kentropyx sp.

Reproduction life history evolution

Considering the direct comparisons between species, we
found that clutch size and eggs volume can significantly
differ between species of the same group (for instance for
clutch size: K. pelviceps vs. other calcarata group species), as
well as species of different groups (as Kentropyx striata vs.
K. calcarata; K. viridistriga vs. all other species). Within the
paulensis group the significantly lower clutch size of Kentropyx
paulensis and K. vanzoi, relative to K. viridistriga, suggests a
derived condition. This implies that low clutch size should
have evolved twice within the paulensis group or this
characteristic was secondarily lost in K. viridistriga, which
has the greatest clutch size among all species of Kentropyx
(Table 5).

Our results did not corroborate the hypothesis of Fitch
(1982) that postulates larger clutch sizes and smaller eggs
in open vegetation species and smaller clutch sizes with
larger eggs in forest species, irrespective of phylogenetic
structure. Thus, although forest and open vegetation species
of Kentropyx form monophyletic groups, easily distinguished
by meristic characters, such as femoral pores (Table 1), they
show conservatism in life history traits. A possible expla-
nation is that variation in reproductive parameters we
studied is not affected by major habitat type where species
occur. Consequently, species of Kentropyx did not diverge
in a significant way with respect to their ancestral life
history characters. Therefore, nonadaptive phylogenetic
constraints and inertia seem to determine clutch size and
egg volume in Kentropyx, instead of limitations on resource
availability associated with different habitat types.
Phylogenetic constraints might be recognized when a
given trait was in the environment where it has originally
evolved, but is under limits on the production of new
phenotypic variants (Harvey & Pagel 1991; Blomberg &
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Garland Jr 2002). Phylogenetic constraints (instead of envi-
ronmental and climatic variables) that might limit variation
in reproductive parameters of Kentropyx include: female
body size, availability of nest sites, foraging mode, ther-
moregulation requirements, pelvic constraints (characterized
by the inability of large eggs to pass through a small pelvic
aperture), life habits (some species have semi-arboreal and
semi-aquatic habits), and locomotion performance, among
others (Aubret et al. 2005; Vitt & Congdon 1978; Vitt 1981;
Vitt & Price 1982; Shine & Schwarzkopf 1992; Oufiero et al.
2007; Pizzato et al. 2007). On the other hand, phylogenetic
inertia is often invoked as an alternative hypothesis to
adaptation by means of natural selection, to explain lack of
interspecific variation in phenotypic traits (Blomberg &
Garland Jr 2002). Hence, even after the ending of selective
forces that have produced/maintained them, some traits
might persist within a lineage (Blomberg & Garland 2002).

Accordingly, even accounting for phylogenetic influences,
the major clades of Kentropyx present negligible variation
in their reproductive strategies. It is essential to emphasize
the importance of including species historical relationships
in comparative analyses of life history traits. The current
features of species and populations may reflect only past
adaptations of their ancestors, phylogenetic inertia, and
constraints, instead of current adaptations to environmental
variation. Thus, ignoring the phylogenetic context may
imply ignoring the determinant aspect, as shown for
Kentropyx.

Conclusions

In summary, our results show that living species of Kentropyx
form three monophyletic groups, which correspond to the
phenetic grouping proposed earlier: calcarata, paulensis and
striata. However, relationships among the groups differ
from previous suggestions, with K. striata being the most
basal species. The origin of the genus date back to the
Tertiary (Eocene/Oligocene) and the ‘Pleistocene Refuge
Hypothesis” cannot account for the diversification of
Kentropyx, and can only be associated with more recent
divergence among populations. Ancestors of the genus
were not restricted to forests as previously suggested and
could be either present or absent from the Amazon Basin.
We argue that a savanna ancestor is more likely and that
the historical events which promoted the diversification of
the genus include: (i) isolation of Brazilian/Guianan Shields
attributed to Miocene marine introgressions, corresponding
to the basal divergent between K. striata (a Guiana Shield
species) and other Kentropyx species, specially the monophyletic
paulensis group in the Brazilian Shield; (ii) distribution of
calcarata species group in Amazon Basin possibly due to
dispersion after the marine retraction; (iii) distribution of K.
calcarata in Atlantic forest due to more recent (Quaternary)
forest corridors acting as dispersion routes linking this
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forests with the Amazon; (iv) differentiation of K. vanzoi
from other species of the paulensis group occurring during
the Miocene, coinciding with the isolation of the Parecis
Plateau; (v) final epeirogenic uplift of the Brazilian Shield
during the Late Tertiary, driving the differentiation of K.
viridistriga in the Pantanal and Guaporé depressions and
(vi) divergence between K. paulensis and Kentropyx sp. due
to parapatric speciation in the Tocantins depression. SPSM
and CPO showed that variation in reproductive parameters
was not determined by the major habitat type where species
occur, but may reflect past adaptations and phylogenetic
inertia, essential aspects of life history evolution for Kentropyx.
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Appendix I

Specimens examined

The specimens are referred by their individual catalogue
numbers, and initials for their respective collections are as
follows: CHUNB (Colecao Herpetoldgica da Universidade
de Brasilia); FMNH (Field Museum of Natural History),
INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia), KU
(Natural History Museum, University of Kansas); MVZ
(Museum of Vertebrate Zoology); MZUSP (Museu de
Zoologia da Universidade de Sao Paulo).

Kentropyx altamazonica (235): CHUNB: 7505, 7507, 7508,
9816, 9821-9823, 9829, 9836, 11410-11431, 12775, 12776,
12778,13327-13331, 13620, 18163-18210, 18212-18217, 22258,
22287, 22327. FMNH: 168016-168021, 168023, 168025,
168064-168066, 168069, 168071, 168075, 168131, 168175,
168177, 168225, 168230, 168232, 168235-168238, 168244,
168247, 168248, 168259, 168275, 168286, 168287, 168290,
168331, 168333-168336, 168338, 168343, 168345-168347,
168356, 168358, 168385-168388, 168390, 168393, 168395,
168397-168399, 168401, 168402, 168414, 168421, 168447,
168451, 168453, 168455, 168458, 208464, 218566, 229382,
229384. INPA: 491, 1466-1470, 1476-1479, 1490, 1494-1497,
1506-1509, 9480, 9481, 9483, 9492, 9493, 9496, 9498, 9499,
9676. KU: 205009, 205015, 209211-209214. MV Z: 163086-
163088, 163090-163101, 163103-163113, 174856-174863.
MZUSP: 52414, 60800, 70280.

Kentropyx borckiana (4): MZUSP: 51627-51630.

Kentropyx calcarata (231): CHUNB: 1653, 1654, 1656, 5215,
5225-5236, 7360-7362, 7500-7504, 7506, 7509, 9819, 9838,
11295, 11296, 12360, 12504, 12505, 13623, 13624, 1387613878,
14095, 14096, 15131, 15137, 16145, 16959, 16960, 22239-22250,
2225222257, 22259, 22260, 22281-22317, 22319-22326,
23822, 24653, 28972, 28994, 29046-29048, 29275. FMNH:
128956, 128958, 128961, 128965-128970, 134728. INPA: 62,
65,68,71,74,77,78,82,131,179,194, 195, 225, 226, 814, 858,
859, 912, 919-923, 1083, 1128, 1274, 1275, 1309, 1310, 1480,
9023, 9591-9593, 9742, 10513, 11500, 11534, 11541, 11551.
KU: 69806-69808, 97864, 124630, 127241-127244, 167544—
167548. MZUSP: 885, 56785, 60795-60799, 60801, 67728,
6898068982, 72655, 72658, 72840-72843, 72937-72949,
73280-73298.

Kentropyx paulensis (96): CHUNB: 1657, 5216, 8216, 9431,
9534, 11562-11566, 11568, 13628, 21755, 21756, 21758, 24529,
24541, 24549, 25672-25689, 2603026033, 26512, 2801028026,
30887. MZUSP: 10, 402, 629, 970, 986, 999, 1027, 2550, 2622,
4789-4792, 4794, 4795-4797, 48004804, 4850, 9944, 21464,
28427, 30716, 78162, 78163, 79655, 83204-83207, 87666,
93411.
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Kentropyx pelviceps (156): INPA: 2183, 2184, 9413, 9482,
9484-9490, 9494, 9497, 9594, 9674, 9675, 9677, 9678, 10388,
10440, 11542. KU: 98948, 98949, 105376, 105377, 105379,
109713-109746, 122181-122188, 126793-126800, 144379,
147186, 148194-148204, 175341, 205007, 205008, 205010,
205012,205013. MVZ: 163114163138, 173758, 174869174876,
174878, 174879, 174881, 174883, 174886, 174887, 174889,
174890, 175782, 199526. MZUSP: 12995, 32343, 32346,
32347, 32484, 41524, 41525, 41777, 42114, 42115, 4239442396,
42399, 72652, 72653, 72656.

Kentropyx striata (219): CHUNB: 1197-1199, 1280-1292,
1300-1317, 1607-1652, 5217-5222, 5237-5243, 14093, 14094,
30825-30833. INPA: 1283, 1284, 10448-10464. MVZ: 84048-
84050. MZUSP: 2158, 2977, 3000, 7145, 7214, 7215, 7217-7243,
7246-7248, 7730, 7735, 13525, 15074, 15368-15372, 16593,
16594, 18586, 18587, 23610, 35403, 66702-66704, 66849—-66858,
6686066878, 66985, 66997, 69085-69091, 72659.

Kentropyx vanzoi (160): CHUNB: 9824, 11591-11650, 12274~
12280, 14057,25289, 25290. MZUSP: 783,801, 806-811, 834-838,
881, 898, 921-923, 941, 942, 64556-64570, 64572-64578,
64581-64605, 74988, 74989, 81614-81828, 88197, 88408-
88410, 93410.

Kentropyx wviridistriga (21): CHUNB: 29198, 29279. MVZ:
127394-127407. MZUSP: 45906, 45927, 57855, 57856, 74987.

Kentropx sp. (21): CHUNB 9996 10008 10009 10042 10043
10053 10070 10109 10160 10221 10225 10232-10235 10299
10407 10408 10448 10462 10497.

Ameiva ameiva (42): CHUNB: 00868-00877, 00920-00930,
00941-00950, 01553-01559, 01603-01606.

Cnemidophorus gramivagus (64): CHUNB: 3501-3508, 3511,
3513-3515, 3517, 3519, 3520-3522, 3525-3527, 3529-3533,
3535-3545, 3547-3553, 3555-3564, 3509, 3510, 3512, 3516,
3518, 3523, 3524, 3528, 3534, 3554, 7944.

Appendix II

Morphologial data description

From each specimen, we recorded the following quantitative
meristic characters: supralabials (number of enlarged
scales along the upper jaw, total on both sides), infralabials
(number of enlarged scales along the lower jaw, total on
both sides), gular folds (number of folds in the gular
region), collar scales (number of enlarged scales present in
the gular fold), supraoculars (number of supraocular scales
on left side), parietals (number of parietal scales, including
the interparietal scale), postparietals (number of postparietals
scales contacting the interparietal scale, granular scales
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were included when present), dorsals (counted along the
midline, from occiput to first transverse row of scales
around tail), scales around mid-body (counted midway
between fore- and hindlimbs, excluding ventrals), transverse
rows of ventrals (counted along the midline, from gular
fold to anterior margin of hindlimbs), ventrals in one trans-
verse row (counted midway between fore- and hindlimbs),
femoral pores (total number on both sides), prefemorals
(number of enlarged scales on anterior aspect of thigh,
counted midway between the hip and the knee, on a row
from femoral pores to granules on dorsal aspect of thigh),
prefemoral rows (counted from hip to knee), infratibial
rows (number of enlarged scales on longitudinal row from
knee to base of first metatarsal), preanals (number of enlarged
scales on preanal plate, from level of medialmost femoral
pores to vent), fourth finger lamellae (counted under the
finger), fourth toe lamellae (counted under the toe), scales
around tail (counted on 15th transverse row).

We recorded the following qualitative characters, with
no intraspecific variation (polymorphism): granular scales
between chinshields and infralabials (absent or present),
contact between supraciliaries and supraoculars (absent or
present), precloacal spur in males (absent or present), keeled
ventrals (absent or present), and dorsal scales of tail (smooth
or keeled). Finally, we also scored the following qualitative
characters, with intraspecific variation (polymorphism):

shape of frontonasal (hexagonal or pentagonal); degree
of contact between first pair of chinshields (no contact;
contact smaller than half of their lengths or contact greater
than half of their lengths); degree of contact between
supraoculars and medial head scales (supraoculars
contacting prefrontal, frontal, frontoparietals and parietals;
supraoculars contacting prefrontal, frontal and frontopari-
etals; supraoculars contacting prefrontal and frontoparietal;
no contact between supraoculars and medial head scales);
shape of posterior margin of interparietal (flat, angular or
rounded); condition of dorsals (granular dorsal and lateral
scales, with a clear distinction between dorsals and keeled
plate-like supracaudals; granular dorsal and lateral scales,
gradually enlarging to the tail, where dorsal and supracau-
dals are almost indistinct; rows of enlarged plate-like
dorsal and granular lateral scales); hindlimb spots (absent
or present), lateral spots (absent or present) and pattern of
stripes and fields. Fields are delimitated by stripes, and
we considered the following states: absent (when stripes
that delimit field are absent), dark, spotted, or light. The
fields we scored were: vertebral fields (middorsal between
paravertebral and vertebral stripes); dorsolateral fields
(between paravertebral and dorsolateral stripes); upper
lateral fields (between dorsolateral and upper lateral stripes);
and lower lateral fields (between lateral stripes and ventral
scales).

© 2008 The Authors
Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd






ANEXO III
Espécimes examinados para a obten¢do dos caracteres morfoldgicos do Capitulo II

Os espécimes sdo indicados pelo seu numero de tombo e as iniciais de suas respectivas
colecdes de origem de acordo com o descrito a seguir: CHUNB (Cole¢ao Herpetoldgica da
Universidade de Brasilia); FMNH (Field Museum of Natural History), KU (Natural History
Museum, University of Kansas); MVZ (Museum of Vertebrate Zoology); MZUSP (Museu de

Zoologia da Universidade de Sao Paulo).

Kentropyx altamazonica (204): CHUNB: 7505, 7507, 7508, 9816, 9821-9823, 9829, 9836,
11410-11431, 12775, 12776, 12778, 13327-13331, 18163-18210, 18212-18217, 22258,
22287,22327. FMNH: 168016-168021, 168023, 168025, 168064-168066, 168069, 168071,
168075, 168131, 168175, 168177, 168225, 168230, 168232, 168235-168238, 168244,
168247, 168248, 168259, 168275, 168286, 168287, 168290, 168331, 168333-168336,
168338, 168343, 168345-168347, 168356, 168358, 168385-168388, 168390, 168393,
168395, 168397-168399, 168401, 168402, 168414, 168421, 168447, 168451, 168453,
168455, 168458, 208464, 218566, 229382, 229384. 205009. KU: 205015, 209211-209214.

MVZ: 163086-163088, 163090-163101, 163103-163113, 174856-174863.

Kentropyx calcarata (141): CHUNB: 1653, 1654, 1656, 5215, 5225-5236, 7360-7362, 7500-
7504, 7506, 7509, 9819, 9838, 11295, 11296, 12360, 12504, 12505, 13623, 13624, 13876-
13878, 14095, 14096, 15131, 15137, 16145, 16959, 16960, 22239-22250, 22252-22257,
22259, 22260, 22281-22317, 22319-22326, 23822, 24653, 28972, 28994, 29046-29048,
29275. FMNH: 128956, 128958, 128961, 128965-128970, 134728. KU: 69806-69808,

97864, 124630, 127241-127244, 167544-167548.
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Kentropyx paulensis (75): CHUNB: 1657, 5216, 8216, 9431, 9534, 11562-11566, 11568,
13628, 21755, 21756, 21758, 24529, 24541, 24549, 25672-25689, 26030-26033, 26512,
28010-28026, 30887. MZUSP: 2622, 4790-4792, 4795-4797, 4800-4804, 21464, 28427,

78162, 79655, 87666.

Kentropyx pelviceps (130): KU: 98948, 98949, 105376, 105377, 105379, 109713-109746,
122181-122188, 126793-126800, 144379, 147186, 148194-148204, 175341, 205007,
205008, 205010, 205012, 205013. MVZ: 163114-163138, 173758, 174869-174876, 174878,
174879, 174881, 174883, 174886, 174887, 174889, 174890, 175782, 199526. MZUSP:

32343, 32346, 32347, 32484, 41524, 41525, 42114, 42115, 42399, 72652, 72653, 72656.
Kentropyx striata (150): CHUNB: 1197-1199, 1280-1292, 1300-1317, 1607-1652, 5217-
5222, 5237-5243, 14093, 14094, 30825-30833. MVZ: 84048-84050. MZUSP: 2158, 2977,
3000, 7145, 7214, 7215, 7233-7243, 7246-7248, 15074, 18586, 18587, 35403, 66702-66704,

66855, 66860-66866, 66985, 69085-69091.

Kentropyx vanzoi (86): CHUNB: 9824, 11591-11650, 12274-12280, 14057, 25289, 25290.

MZUSP: 81614-81828.

Kentropyx viridistriga (14): MVZ: 127394-127407.

Kentropx sp. (21): CHUNB 9996 10008 10009 10042 10043 10053 10070 10109 10160

10221 10225 10232 10233 10234 10235 10299 10407 10408 10448 10462 10497.
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Ameiva Ameiva (42). CHUNB: 00868-00877, 00920-00930, 00941-00950, 01553-01559,

01603-01606.

Cnemidophorus gramivagus (64). CHUNB: 3501-3508, 3511, 3513-3515, 3517, 3519, 3520-
3522, 3525-3527, 3529-3533, 3535-3545, 3547-3553, 3555-3564, 3509, 3510, 3512, 3516,

3518, 3523, 3524, 3528, 3534, 3554, 7944.
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ANEXO IV
Cnemidophorus jalapensis sp. nov. (manuscrito submetido e aceito para publicagdo no

periddico Herpetologica 2009).
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ABSTRACT: The Cerrado is one of the richest tropical savannas and is considered a
biodiversity “hotspot”. It is estimated that, at the current rate of loss, the ecosystem will
disappear by the year 2030. The number of new species being discovered in Cerrado has
increased linearly, especially over the last 50 years. We describe a new species of
Cnemidophorus from the Jalapao region, in the northern Cerrado biome, Brazil. Linear
discriminant analyses and a naive Bayesian model indicated that a combination of meristic
counts (femoral pores, scales around tail, prefemorals, dorsals, and supralabials) and categorical
variables derived from pholidosis and coloration clearly distinguish the new species from its
congeners. The new species is apparently parapatric with C. mumbuca, the two species occurring
on opposite banks of the Novo River. The two species are ecologically and morphologically

similar, sharing a small body size, a fixed clutch size of a single egg, and a small number of
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femoral pores. The new species is apparently endemic to the Jalapao region, in the northern
portion of the Cerrado biome. Its small size and restricted geographic range are consistent with
findings from Cerrado anurans that undescribed species tend to be small and have reduced
ranges. These results highlight the urgency of biotic surveys in Cerrado in face of its accelerated

pace of destruction.

Keywords: Cnemidophorus, Brazil, Cerrado, Conservation, Lizards, Teiidae,

THE CERRADO biome originally covered approximately 2,000,000 km” and is the
largest woodland-savanna region in South America (Ab'Saber, 1977; Da Silva and Bates, 2002;
Eiten, 1972; Oliveira and Marquis, 2002; Ratter et al., 1978). While conservation agencies are
primarily concerned with the Amazon and Atlantic Forests, more than half of the Cerrado’s
original expanse has been converted to agriculture usage during the last 35 years (Marris, 2005).
With less than 5% of the Cerrado being conserved in protected areas (Fonseca et al., 2004), it is
estimated that, at the current rate of loss, the ecosystem will disappear by the year 2030
(Machado et al., 2004).

The Cerrado is one of the richest tropical savannas and has high levels of endemism
(Oliveira and Marquis, 2002). Given its uncommon rates of habitat loss and exceptional levels of
endemism, the Cerrado is considered a biodiversity “hotspot” (Mittermeier et al., 2004; Myers et
al., 2000). Earlier papers depicted the Cerrado herpetofauna as species-poor, of low endemicity,
and sharing a recent evolutionary history with the Caatinga of northeastern Brazil (Vanzolini,
1976, 1988; Vitt, 1991; Vitt and Caldwell, 1993). Recent studies, on the contrary, indicate high

levels of richness and endemism of the Cerrado herpetofauna, both at the regional and local
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levels (Colli et al., 2002; Nogueira et al., 2005), and closer historical affinities with open
vegetation provinces of meridional South America (Colli, 2005).

The number of new species being discovered in Cerrado has increased linearly, especially
over the last 50 years, and description dates are negatively correlated with body size and
geographical range size, such that species yet to be discovered tend to be small-bodied and with
narrow distributions (Diniz-Filho et al., 2005). In addition, recent discoveries tend to occur in
more densely populated regions, which are better surveyed for overall biodiversity. In contrast,
less populated regions, especially in the northern Cerrado, are currently occupied by widely
distributed species that were described earlier, usually elsewhere in South America (Diniz-Filho
et al., 2005). Costa et al. (2007) predicted that the northern portion of Cerrado, including the
Brazilian states of Maranhdo, Piaui, and Tocantins, would bear a high richness of squamates.

Currently, there are 21 described species in the lizard genus Cnemidophorus (sensu
Reeder et al. 2002), which can be arranged into four species complexes: lemniscatus, ocellifer,
lacertoides, and longicaudus. The lemniscatus complex is found in open areas of Amazonia and
comprises three bisexual (C. lemniscatus Linnaeus 1758, C. gramivagus McCrystal and Dixon
1987, and C. arenivagus Markezich 1997) and two parthenogenetic species (C. cryptus Cole and
Dessauer 1993 and C. pseudolemniscatus Cole and Dessauer 1993). Four species of
Cnemidophorus occur in the Lesser Antilles near Venezuela (C. murinus Laurenti 1768, C.
arubensis Lidth de Jeude 1887, C. vanzoi Baskin e Williams 1966, and C. nigricolor Peters
1873), being apparently related to the lemniscatus complex (Sites et al. 1990, Reeder et al. 2002).
The ocellifer complex comprises six species, including the widespread C. ocellifer Spix 1825,
which ranges from the Brazilian northeast to Argentina (Vanzolini et al. 1980, Tio Vallejo and

Mirea 1984), and five other species with small ranges in Brazil, C. nativo Rocha et al. 1997, C.
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littoralis Rocha et al. 2000, C. abaetensis Dias et al. 2002, C. mumbuca Colli et al. 20034, and C.
parecis Colli et al. 20035, found, respectively, at Linhares (Espirito Santo state), Barra de Marica
(Rio de Janeiro), Salvador (Bahia), Mateiros (Tocantins), and Vilhena (Rondénia). Among them,
only C. nativo is unisexual (Rocha et al. 1997). The /acertoides complex, regarded as lacertoides
group by Cei (1993), comprises four species: C. lacertoides Duméril and Bibron 1839, from
Argentina, Uruguay, and southern Brazil (Peters and Donoso-Barros 1970); C. vacariensis
Feltrim and Lema 2000, from Rio Grande do Sul state, Brazil (Stahnke et al. 2006); C. leachei
Peracca 1897, from the Jujuy province of Argentina (Cei and Scrocchi 1991); and C. serranus
Cei and Martori 1991, from Cordoba, Argentina. Finally, the /ongicaudus complex includes two
species, C. longicaudus Bell 1843 and C. tergolaevigatus Cabrera 2004, the southernmost
members of the genus, being restricted almost exclusively to the Monte Desert region of
southern and western Argentina (Cabrera 2004, Yoke et al. 2006). As a result of a series of
herpetological surveys in the Jalapao region, Tocantins state, in northern Cerrado, we discovered
an undescribed species of Cnemidophorus, apparently closely related to C. mumbuca that

inhabits the same region (Colli et al., 20035), which we herein describe.

MATERIALS AND METHODS
We collected lizards with shotguns, rubber bands, and pitfall traps with drift fences in
December 1999 and June 2003 in the Jalapao region, in the municipality of Ponte Alta do
Tocantins, close to the city of Mateiros (10° 32” 46.69" S, 46° 25° 13.20" W), Tocantins state,
Brazil (Fig. 1). The vegetation in the study area consists of an open and low cerrado (“cerrado
ralo”) on sandy soils. For a detailed description of the study site see Colli et al. (20035), Vitt et

al. (2007), and Mesquita et al. (2006).
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We took the following measurements from each lizard: body mass (with Pesola™ spring
scales, to the next 0.1 g); snout-vent and tail length (with a metal ruler, to the next 1 mm); body
width and height (these and the following measurements with Mitutoyo™ digital calipers, to the
next 0.01 mm); head width, height, and length; and forelimb and hindlimb length. From a total of
510 measurements we recorded (10 measurements recorded on each of 51 lizards), 33 were
missing observations (6.47%), which resulted from damage caused by collecting with dust shot.
In multivariate analyses, a missing observation of a single variable results in dropping the whole
case (i.e., individual lizard). To avoid simply deleting entire rows of data, which results in loss of
information, missing observations can be estimated using imputation, maximum likelihood, or a
combination of the two methods (Tabachnick and Fidell, 2001; Quinn and Keough, 2002). We
replaced missing observations using multiple imputation based on additive regression,
bootstrapping, and predictive mean matching (Rubin, 1996; Van Buuren et al., 2006)
implemented with the “areglmpute” command of the Hmisc package of R v. 2.7.0 (R
Development Core Team, 2008) with the following options: n.impute = 10 (number of multiple
imputations) and nk = 5 (number of knots to use for continuous variables).

We obtained detailed ecological data of 32 lizards, collected from 10:30 to 17:15 h. From
each lizard we took cloacal, substrate, and air temperatures (at 5 cm above ground and at chest
height) at the time of capture, with Miller & Weber™ cloacal thermometers. We also recorded
microhabitat used when each lizard was first sighted and after being approached by the observer.
We used a stepwise multiple regression, based on the Akaike Information Criterion (AIC) and
the “both” mode of stepwise search, to select the best linear model relating environmental
temperatures predictors to cloacal temperature with R v 2.7.0 (R Development Core Team,

2008).
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We determined the sex of 51 lizards by dissection and direct examination of gonads, and
evaluated whether the sex ratio differed significantly from 1:1 using a chi-square test. We
characterized females as reproductive based on the presence of vitellogenic follicles or oviductal
eggs, and males as reproductive based on enlarged testes and convoluted epididymides. We
considered the simultaneous presence of enlarged vitellogenic follicles and either oviductal eggs
or corpora lutea as evidence for the sequential production of more than one clutch during the
season. We estimated size at maturity for females based on the smallest individual containing
vitellogenic follicles or oviductal eggs and, for males, based on the smallest individual bearing
enlarged testes and convoluted epididymides.

We analyzed stomach contents of 34 lizards, identifying prey items to the level of Order.
We recorded the length and width (to the nearest 0.01 mm) of intact items and estimated prey
volume (V) as an ellipsoid. We calculated the numeric and volumetric percentages of each prey
category for pooled stomachs and for individual stomachs. To determine the relative contribution
of each prey category, we calculated an importance index for pooled stomachs as the mean of
percentage of prey occurrence (F%), numeric percentage (N%), and volumetric percentage
(V%). For individual stomachs, we averaged the mean numeric and mean volumetric percentage
of each prey category.

For comparisons, we used data on Cnemidophorus parecis, C. littoralis, C. mumbuca,
and C. ocellifer housed in the Cole¢do Herpetologica da Universidade de Brasilia (CHUNB)
(Appendix 1). We selected these species, all belonging to the ocellifer complex, because the new
species clearly belongs to this complex, characterized by a reduced number of femoral pores,
absence of anal spurs, and presence of granular scales on supraorbital semicircles (Dias et al.

2002, Colli et al. 2003b). We recorded the following meristic variables for each specimen:
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supralabials (number of enlarged scales along the upper jaw, total on both sides), infralabials
(number of enlarged scales along the lower jaw, total on both sides), chinshields (most anterior
pair of chinshields separated from infralabials by row of small scales), supraoculars (number of
supraoculars on right side), parietals (number of parietals plus interparietal scale), scales around
midbody (counted midway between fore- and hindlimbs, excluding ventrals), transverse rows of
ventrals (counted along the midline, from gular fold to anterior margin of hindlimbs), ventrals in
transverse row (counted midway between fore- and hindlimbs), femoral pores (total number on
both sides), prefemorals (number of enlarged scales on anterior aspect of thigh, counted midway
between the hip and the knee, on a row from femoral pores to granules on dorsal aspect of thigh),
rows of prefemorals (counted from hip to knee), rows of infratibials (number of enlarged scales
on longitudinal row, from knee to base of first metatarsal), preanals (number of enlarged scales
on preanal plate, from level of medialmost femoral pores to vent), fourth finger lamellae
(counted under the finger), fourth toe lamellae (counted under the toe), scales around tail
(counted on fifth transverse row), and dorsals (counted along the midline, from occiput to first
transverse row of scales around tail).

From a total of 9163 measures we recorded (17 meristic variables recorded on 539
lizards), 374 were missing observations (4.08%), which resulted from damage caused by
collecting with dust shot. We replaced missing observations using multiple imputation, as
described above, using the “areglmpute” command of the Hmisc package of R v. 2.7.0 (R
Development Core Team, 2008) with the following options: n.impute = 10 (number of multiple
imputations), nk = 3 (number of knots to use for continuous variables), and match = “closest”

(using as donor the observation having the closest predicted transformed value).
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We used a discriminant function analysis to investigate differences among species in
meristic variables (Tabachnick and Fidell, 2001). To identify the most powerful discriminators of
the species of Cnemidophorus, we employed a stepwise discriminant function analysis
(Tabachnick and Fidell, 2001), using the “stepclass” command of the klaR package of R v. 2.7.0,
using 100-fold cross-validated correctness rate (Tabachnick and Fidell, 2001). We evaluated
linear discriminant functions based on 100-fold cross-validated correctness rate, using the
“errorest” command of the ipred package of R v. 2.7.0 (R Development Core Team, 2008).

We also recorded the following categorical variables: lower lateral fields (LLF, one on
each side, area between ventral scales and lower lateral stripes: absent, light, spotted, or dark),
upper lateral fields (ULF, one on each side, area between upper lateral and dorsolateral stripes:
absent, light, spotted, or dark), dorsolateral fields (DLF, one on each side, dark area between
dorsolateral and paravertebral stripes: absent, light, spotted, or dark), vertebral fields (VTF, one
on each side, middorsal area between paravertebral stripes: absent, light, spotted, or dark),
vertebral line (VTL, light stripe from interparietal scale to base of tail: absent, interrupted [not
reaching the interparietal scale or the base of tail]), continuous [complete from interparietal scale
to base of tail], or double), paravertebral stripes (PVS, one on each side, light stripe from parietal
scale to first third of tail, between vertebral and dorsolateral fields: absent, interrupted, or
continuous), dorsolateral stripes (DLS, one on each side, light stripe from superciliaries to first
third of tail, between dorsolateral and upper lateral fields: absent, interrupted, or continuous),
upper lateral stripes (ULS, one on each side, light stripe from suborbital region to hindlimb,
between upper and lower lateral fields: absent, interrupted, or continuous), lower lateral stripes
(LLS, one on each side, light stripe from axilla to hip, between lower lateral field and ventrals:

absent, interrupted, or continuous), lateral spots (LTS, rounded light areas on flanks: absent,
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present), hindlimb spots (HLS, rounded light areas on hindlimbs: absent, present), chinshield
contact (CHS, degree of contact between most anterior pair of chinshields: no contact, contact
smaller than half of their lengths, or contact greater than half of their lengths), semicircles (SMC,
degree of contact between supraoculars and medial head scales: no contact, no contact with
semicircles isolating first supraocular, supraoculars contacting frontal and parietals, supraoculars
contacting frontal, supraoculars contacting parietals), dorsal caudals (DCA, keels on dorsal,
caudal scales, from most anterior third of tail: absent, present), ventral caudals (VCA, keels on
ventral, caudal scales, from most anterior third of tail: absent, present), and preanal spur (PAS:
absent, present).

To model the conditional dependencies of each categorical variable within each species,
we constructed a naive Bayesian model using the software UNBARB (Wagner T. da Silva,
personal communication). In this model, the variable "species" influences the chance of the
occurrence of states of each categorical variable, assuming that categorical variables are
conditionally independent for a given species and that the joint distribution of all variables

satisfies the following:
k
P(S,C, L ,Ck):[HP(C,. |S)]P(S),
i=1

where S is species, C is a categorical variable, P(C; | S) is the posterior probability of C; given S,
and P(S) is the prior probability of S (Cowell et al., 1999). We estimated P(S) and P(C; | S) using
Bayesian statistics (Bernardo and Smith, 2000; DeGroot, 1970) and the software Hugin Lite v.

5.3 (Jensen and Nielsen, 1999). Throughout the text we report means =1 SD.

SPECIES DESCRIPTION

Cnemidophorus jalapensis sp. nov.
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Holotype.— CHUNB 35651 (Figs. 2, 3), adult male, from cerrado vegetation adjacent to
Cachoeira da Velha (10° 18’ S, 46° 57° W), Ponte Alta do Tocantins municipality, Tocantins
state, Brazil, elevation 345 m, collected on 22 June 2003 by Frederico G. R. Franga.

Paratypes.— (50) All specimens from Ponte Alta do Tocantins municipality, Tocantins
state, Brazil. CHUNB 1257512608, from cerrado cerrado vegetation adjacent to Cachoeira da
Velha, collected on 5-8 December 1999 by Daniel O. Mesquita); CHUNB 35653, 35694, 35697,
from grasslands (“campos”) at Serra da Murigoca (10° 25’ S, 47° 06° W, elevation 425 m),
collected on 22 June 2003 by Frederico G. R. Franga; CHUNB 35658, 35696, from grassland
(“campo”) adjacent to Cachoeira da Velha (10° 16’ S, 46° 53° W, elevation 313 m), collected on
19 and 21 June 2003, by Frederico G. R. Franga; CHUNB 35651-2, 35654-7, 35688, 35692-3,
35695, 35699-700, from cerrado vegetation adjacent to Cachoeira da Velha, collected on 18, 21,

and 22 June 2003, by Frederico G. R. Franga.

35652-8, 35692700 (collected in June 2003 by Frederico G. R. Franca).

Diagnosis.— A species of Cnemidophorus belonging to the ocellifer complex and
distinguished from all other members by the following combination of characters: (1) small size,
maximum SVL 56 mm, mean SVL 49.31 +5.49, n=51; (2) 11-16 femoral pores; (3) 19-26
scales around tail; (4) 22-37 fourth toe lamellae; (5) paravertebral stripes interrupted; (6)
dorsolateral stripes continuous; (7) lateral spots absent; (8) hindlimb spots absent; (9) preanal
spur absent; (10) ventral caudals smooth; (11) dorsal caudals keeled; and (12) gular region and
ventrolateral aspect of head and body lime-green. Cnemidophorus jalapensis difters from C.
mumbuca in having 11-16 femoral pores (14-20 in C. mumbuca), dorsolateral stripes continuous

(interrupted, not reaching supraciliary region), lateral spots absent (present in males), hind limb
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spots absent (present), and gular region and ventrolateral aspect of head lime-green
(immaculate). Cnemidophorus jalapensis differs from C. littoralis in having 24-29 ventral rows
(30-38 in C. littoralis), 11-16 femoral pores (28-36), 200-250 dorsals (168—191), 19-26 scales
around tail (25-34), 68 ventrals in transverse row (8—10), and gular region and ventrolateral
aspect of head and body lime-green (light blue or white). Cnemidophorus jalapensis differs from
C. ocellifer in having 11-16 femoral pores (16-28 in C. ocellifer), lateral spots absent (present in
most individuals), gular region lime-green (immaculate), ventrolateral aspect of head lime-green
(brownish), and ventrolateral aspect of body lime-green (brownish [females] or green [adult
males)). Cnemidophorus jalapensis differs from C. parecis in having 11-16 femoral pores (25—
33), 19-26 scales around tail (34—47), 02 pairs of chinshields not in contact with infralabials
(1-3 in C. parecis), 24-29 ventral rows (29-35), 68 ventrals in transverse row (8—10), 4—6
prefemorals (5-12), 810 rows of prefemorals (10—14), paravertebral stripes interrupted (absent
in C. parecis), gular region lime-green (yellowish), and ventrolateral aspect of body lime-green
(brownish [females] or blue [adult males]). Cnemidophorus jalapensis differs from C. abaetensis
in having 11-16 femoral pores (21-30 in C. abaetensis, Dias et al., 2002), 24-29 transverse rows
of ventrals (29-35), 12—-18 fourth finger lamellae (16-21), dorsal aspect of tail brownish (bright
blue green to emerald green), smaller body size (maximum SVL 72 mm), dorsal tail stripe absent
(bright green dorsal tail stripe), and gular region and ventrolateral aspect of head and body lime-
green (immaculate). Cnemidophorus jalapensis difters from C. nativo in having 11-16 femoral
pores (22-26 in C. nativo, Rocha et al., 1997), 24-29 ventral rows (29-32), brownish dorsum
(black with a faint middorsal stripe), 68 ventrals in a transverse row (8), smaller body size

(maximum 69 mm), and gular region and ventrolateral aspect of head lime-green (light blue).
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Description of holotype.— Adult male, 53.45 mm SVL, 104.08 mm complete tail length,
4.0 g total mass (preserved specimen), rostral pentagonal, as higher as tall, visible from above,
bordered posteriorly by nasals and first supralabials. Nasals in contact along midline, each nasal
divided by an oblique suture. Nostril in lower part of suture, directed postero-superiorly, higher
than wide. Frontonasal sub-elliptical, suture with nasals and prefrontals forming a semicircle.
Prefrontals pentagonal, with medial suture approximately twice as long as that between nasals, in
contact laterally with nasal, loreal and first supraocular. Frontal approximately quadrilateral,
longer than wide, and wider anteriorly, with incomplete, medial suture in anterior portion. Suture
with prefrontals sub-elliptical, with frontoparietals approximately straight. Frontal in contact
with first supraocular, but separated from second, third, and fourth supraoculars by row of small
scales. Frontoparietals pentagonal, longer than wide, with long, straight medial suture; separated
from supraoculars by row of small scales; sutures with interparietal straight. Interparietal sub-
hexagonal, bordered at each side by sub-pentagonal parietals. Occipital scales irregular and
variable in size. Four supraoculars on each side, second and third largest, followed posteriorly by
group of small scales. First in contact with loreal, prefrontal, frontal, and first supraciliary.
Second, third, and fourth supraoculars separated from first supraocular, supraciliaries, frontal,
frontoparietal, and parietal by row of small scales. Five supraciliaries on each side, first and
second largest, others sub-equal. Loreal single, large, in contact with nasal, prefrontal, first
supraocular, first supraciliary, frenocular, first subocular, and third and fourth supralabials.
Frenocular narrow, higher than wide, in contact with first subocular, loreal, and small scales in
ocular region. Three suboculars on right side, second largest; four suboculars on left side, third
largest; all in contact with supralabials. A continuous keel runs from frenocular to second

subocular on right side and from frenocular to third subocular on left side. Postoculars small,
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arranged in 4-5 rows. Lower eyelid with semi-opaque disc, formed by transversally enlarged,
convex scales. Six enlarged supralabials on right side, sixth below center of eye; seven enlarged
supralabials on right side, seventh below center of eye; followed on both sides by series of small
scales extending to commissure of mouth. Temporal region with irregular scales, granular
centrally, moderately enlarged peripherally. Ear opening large, sub-circular, with smooth
margins, anterior margin forming a semicircle, posterior margin straight. Tympanum recessed in
a short auditory meatus. All dorsal and lateral head scales juxtaposed, smooth (except for keeled
frenoculars and suboculars).

Symphysal anteriorly ellipsoid, posteriorly in contact with first infralabials and
postsymphysal, forming two wide angles. Postsymphysal single, pentagonal, in contact with first,
second, and third infralabials on right side, and first and second infralabials on left side; followed
by five pairs of enlarged chinshields. First pair of chinshields in ample contact along midline;
first and fourth pairs in contact with infralabials on right side, first, fourth, and fifth on left side;
second and third pairs separated from infralabials by row of small scales; followed posteriorly by
enlarged scales. Medial scales on chin small, smooth, elongate, arranged in longitudinal,
posteriorly divergent rows; increasing in size and becoming roundish posteriorly. Six infralabials
on right side, sixth below center of eye; five infralabials on left side, fifth below center of eye;
followed posteriorly by series of small scales extending to commissure of mouth; first
infralabials smallest. Gular region divided in two areas: anterior region with enlarged, round
scales, in transverse rows, delimited posteriorly by line uniting lower margin of ear openings;
posterior region covered with granules, in transverse rows, bordered posteriorly by antegular
fold. Gular and antegular folds marked by granules; scales between the two folds larger,

increasing in size posteriorly, irregular, slightly imbricate.
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Scales on nape and sides of neck similar to dorsals. Dorsals and scales on flanks granular,
rounded, smooth, sub-imbricate; 206 scales from nape to base of tail; 109 scales in transverse
row around midbody (excluding ventrals). Ventrals large, smooth, rectangular (wider than long),
imbricate, in 25 transverse rows; 8 ventral scales in transverse rows across midbody. Ventral
scales separated from scales on flanks by row of moderately large scales. Preanal plate with three
rows of enlarged scales, surrounded laterally by small scales. Preanal spurs absent. Femoral
pores in a continuous row along each thigh, medially with a short gap; 7 pores on right side, 7
pores on left side.

Scales on base of tail rectangular, smaller than ventrals, in transverse rows; keeled
dorsally, smooth ventrally. All transverse rows continuous around tail, except first three
incomplete ventrally. Tail scales becoming longer and narrower posteriorly; subcaudal scales
becoming keeled posteriorly. Limbs with large, smooth, imbricate scales on dorsal aspect of
upper arms, antero-dorsal aspect of forearms, antero-ventral aspect of thighs, and ventral aspect
of lower legs; elsewhere scales small, granular. Larger scales on upper arms in longitudinal rows.
Forearms with one row of enlarged scales that become divided posteriorly, wider than long.
Anterior scales on thigh decreasing in size proximally. Lower legs with two rows of enlarged,
hexagonal scales. Ventral aspect of hands and feet granular; one enlarged tubercle at base of
pollex. Sub-digital lamellae single; lamellae under left fourth finger 18, under right fourth finger
17; under left fourth toe 26; under right fourth toe 27.

Color in life— Head brownish green dorsally, lime-green laterally; labial region and
ventral aspect of head lime-green (Fig. 3). Dorsum, dorsal aspect of tail, hindlimbs, and forearms
brownish. Tip of the tail reddish brown. Lower flanks, and lateralmost longitudinal rows of

ventrals lime-green. Remainder of belly, anterior aspect of thighs, proximal aspect of lower legs,
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and ventral aspect of limbs and tail immaculate. Paravertebral stripes light brown, interrupted,
from tail base to shoulders, separated from dorsolateral stripes by dark brown dorsolateral fields.
Dorsolateral stripes light brown, complete, from behind supraciliary region to first third of tail
(Fig. 4), separated from upper lateral stripes by dark brown upper lateral fields. Upper lateral
stripes lime-green, continuous from suborbital region to hip, separated from lower lateral stripes
by brown lower lateral fields. Lower lateral stripes lime-green, interrupted, extending from axilla
to mid-body. Upper lateral fields broader than dorsolateral fields; lower lateral fields thinnest.

Color in fixative (stored in 70% ethanol, after preservation in 10% formalin).— Head
brownish dorsally, bluish white laterally; labial regions and ventral aspect of head bluish white.
Dorsum brownish, dorsal aspect of tail bluish brown. Belly bluish white; ventral aspect of tail,
forelimbs, and hindlimbs immaculate. Stripes bluish white and fields dark brown or black.

Variation.— Sexes are not dimorphic in adult color pattern, and juveniles of both sexes
resemble adults. Variation in meristic characters is summarized in Table 1. Based on the
coefficient of variation, chinshields (0.41) and preanals (0.27) were the most variable characters
among individuals, whereas dorsals (0.05) and transverse rows of ventrals (0.05) were the least
variable. Variation in body mass and morphometric variables is summarized in Table 2. Even
though males were significantly heavier than females (F 49 = 9.20, P = 0.004), there was no
sexual dimorphism based on the morphometric variables taken simultaneously (MANOVA,
Pillai’s trace = 0.30, P = 0.06).

Etymology.— The name jalapensis refers to the Jalapao region in northern Cerrado,
comprising the municipalities of Alto Parnaiba, Lizarda, Mateiros, Novo Acordo, Ponte Alta do
Tocantins, and Sao Félix do Tocantins. The region contains some of the largest tracts of

undisturbed, continuous Cerrado in Brazil, most of which are protected in the Jalapao State Park,
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the Serra Geral do Tocantins Ecological Station, and the Nascentes do Parnaiba National Park
(Fig. 1). The name of the region apparently originated from the vine Operculina macrocarpa
(Linn.) Urb. (Convolvulaceae), commonly known as Jalapa-do-Brasil.

Distribution and ecology.— Known only from the type-locality (Fig. 1), Cnemidophorus
Jalapensis is the most abundant lizard species in the sandy cerrados in Ponte Alta do Tocantins,
on the left bank of the Novo River, a tributary of the Sono River, which, in turn, is a tributary of
the Tocantins River. Other common lizard species at the type-locality are the tropidurid
Tropidurus oreadicus, the gecko Gymnodactylus carvalhoi, the skink Mabuya heathi, the teiid
Ameiva ameiva, and the gymnophthalmids Micrablepharus maximiliani and Vanzosaura
rubricauda (Mesquita et al., 2006; Vitt et al., 2007). Cnemidophorus mumbuca, apparently a
close relative, has only been recorded in the study region on the right bank of the Novo River,
and it does not occur in sympatry with C. jalapensis (Fig. 1). Like C. mumbuca, C. jalapensis is
most common in open habitats with sandy soil, with apparent density diminishing as vegetation
density increases.

All 32 individuals observed were on open ground when first sighted, but 25 (78.1%) fled
under shrubs and only seven (21.9%) remained on open ground after being approached by the
observer. Thirty individuals (93.7%) were moving and two (6.3%) were still when first sighed,
but all individuals performed a short run and remained still, following the approach of the
observer. Twenty-two (68.8%) individuals were under direct sunlight when first sighted, one
(3.1%) was in a shaded spot, and 9 (28.1%) were in filtered sun. Body temperatures of 32 active
individuals averaged 37.0 = 1.8 C (mean + SD); substrate temperatures associated with lizards
averaged 34.4 + 3.4 C; air temperatures at 5 cm above ground averaged 33.1 £ 2.6 C; and air

temperatures at chest height averaged 32.4 £ 2.1 C. On average, lizard body temperatures were
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2.6 £ 3.0 C higher than substrate temperatures and 3.9 + 2.2 C higher than air temperatures at 5
cm. The stepwise multiple regression indicated that substrate temperature and air temperature at
5 cm above ground were the best predictors, explaining about 40% of the variation in lizard body
temperatures (AIC = 26.39, /¥ = 0.39, F329=9.30, P <<0.001), but only air temperature at 5 cm
above ground had a significant coefficient (estimate = 1.01, 7= 2.88, P = 0.007).

We examined reproductive data of 51 individuals of Crnemidophorus jalapensis,
consisting of 25 females and 26 males. The sex-ratio was not significantly different from 1:1 ()
=0,df=1, P =1). The smallest reproductive female measured 50 mm SVL, and the smallest
reproductive male measured 44 mm SVL. Among 13 reproductive females, nine contained a
single vitellogenic follicle, one contained a single egg, one contained a single corpus luteum, and
one contained one egg and one vitellogenic follicle, indicating that females lay multiple clutches
during a reproductive season. Thus, clutch size appears to be fixed at one egg. The single

oviductal egg we recorded was 15.80 mm long and 7.04 mm wide. Based on the formula for a

prolate spheroid, egg volume was 410.02 mm’.

The most frequent prey in stomach were spiders, insect larvae, and termites (Table 3).
Based on the pooled stomach data, termites and spiders were the most numerous prey categories,
whereas termites and insect larvae dominated volumetrically. Based on individual stomach
means, termites dominated numerically, whereas termites and insect larvae comprised most of
the prey volume. The most important prey categories, based on the pooled stomachs, were
termites, insect larvae, and spiders; based on individual stomach means, the most important prey

categories were termites and insect larvae.

RESULTS AND DISCUSSION
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The first two linear discriminant functions explained 81.5% and 14.9%, respectively, of
the between-species variability in meristic variables. The first discriminant function maximally
separated three groups of species: one formed by C. parecis, another by C. littoralis, and a third
consisting of C. ocellifer, C. mumbuca, and C. jalapensis (Fig. 5). The second discriminant
function clearly distinguished C. /ittoralis from the remaining species (Fig. 5). The correlations
(loadings) between predictors and discriminant functions (Table 4) indicate that scales around
tail, femoral pores, transverse rows of ventrals, prefemorals, and ventrals in a transverse row are
the best predictors for distinguishing among C. parecis, C. littoralis, and the group formed by C.
ocellifer, C. mumbuca, and C. jalapensis. Cnemidophorus parecis and C. littoralis, with positive
means on the first discriminant function (Table 4), are characterized by larger counts of scales
around tail, femoral pores, transverse rows of ventrals, prefemorals, and ventrals in a transverse
row (Table 1). Conversely, C. jalapensis and C. mumbuca have smaller counts of these meristic
variables, whereas C. ocellifer has intermediate values (Table 1). In addition, the second
discriminant function, mainly influenced by counts of fourth toe lamellae, fourth finger lamellae,
and dorsals, clearly set C. littoralis apart from the remaining species. Cnemidophorus littoralis,
with a negative mean on the second discriminant function (Table 4), is characterized by larger
counts of fourth toe lamellae and fourth finger lamellae, and smaller counts of dorsals (Table 1).
With the use of crossvalidation with 100 resamplings to estimate the prediction error, 95.9% of
the cases were classified correctly. Most of the prediction error was associated with specimens of
C. jalapensis, 14% of which were misclassified as C. mumbuca (Table 5).

The stepwise discriminant analysis selected femoral pores (prediction error = 15.03%)
followed by supralabials (9.1%) as the best predictors of the species of Cnemidophorus. To

assess whether important predictors were left out due to multicollinearity, we repeated the
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analysis after the removal of femoral pores. This removal lead to the selection of scales around
tail (22.6%) followed by dorsals (17.6%). We repeated the analysis once more, after removing
femoral pores and scales around tail, resulting in selection of prefemorals (36.1%) followed by
dorsals (22.4%), and supralabials (17.0%). These analyses suggest that femoral pores, scales
around tail, prefemorals, dorsals, and supralabials are the meristic variables that best discriminate
among the species of Cnemidophorus we studied.

The naive Bayesian model indicated that Cnemidophorus jalapensis determined high
conditional probabilities (> 95%) of seven categorical variables: paravertebral stripes
(interrupted), dorsolateral stripes (continuous), lateral spots (absent), hindlimb spots (absent),
preanal spur (absent), ventral caudals (smooth), dorsal caudals (keeled) (Table 6). Further, only
C. jalapensis determined high conditional probabilities of dorsolateral stripes continuous (Table
6). The absence of lateral spots and hindlimb spots clearly differentiated C. jalapensis from C.
mumbuca.

Our results revealed a great similarity between Cnemidophorus ocellifer, C. jalapensis,
and C. mumbuca, suggesting that the three species may be close relatives. However, a
phylogenetic analysis of the species in the lemniscatus group (sensu Wright, 1993) is still
wanting (Reeder et al., 2002). In particular, our results suggest greater similarity between
Cnemidophorus jalapensis and C. mumbuca, which are apparently parapatric in the Jalapao
region, occurring on opposite banks of the Novo River. The two species share, among other
characters, a small body size, a fixed clutch size of a single egg, and a small number of femoral
pores. Phylogeographic and genetic population studies are necessary to determine whether the
Novo River is an effective geographic barrier to gene flow and to estimate the divergence time

between Cnemidophorus jalapensis and C. mumbuca.
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Cnemidophorus jalapensis is apparently endemic to the Jalapao region, in the northern
portion of the Cerrado biome, and is strongly associated with sandy soils in open habitats, like
other congeneric species (e.g., Colli et al., 2003a,b; Magnusson et al., 1986; Rocha et al., 1997,
2000). Other reptile species from the Jalapao are being described, including new species of
Anops (Ribeiro et al., in press), Bachia (Rodrigues et al., 2008), and Kentropyx (Werneck et al.,
in press). The northern Cerrado holds some of the largest continuous tracts of native vegetation
and is one of the least sampled portions of the biome (Costa et al., 2007). The small size and
restricted ranges of C. jalapensis, C. mumbuca, and the undescribed species of Anops, Bachia,
and Kentropyx is similar to the results of Diniz-Filho et al. (2005), who reported that the number
of new species of anurans discovered in the Brazilian Cerrado has increased over the last 50
years, with description dates being negatively correlated with body size and geographical range
size. This study highlights the need of herpetofaunal surveys in poorly sampled regions of

Cerrado, to document its richness and endemicity, before its too late.
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Table 2. Body mass and morphometric characters of Cnemidophorus jalapensis according to sex.

Values indicate x + 1 SD, with range in parentheses.

Character

Females (n =25)

Males (n = 26)

Body mass (g)
Snout-vent length (mm)
Tail length (mm)

Body width (mm)
Body height (mm)
Head width (mm)

Head height (mm)
Head length (mm)
Forelimb length (mm)

Hindlimb length (mm)

2.62+0.86 (1.0 3.8)
48.48 + 6.04 (35 - 56)
114.72 + 13.90 (75 — 130)
9.07 + 1.65 (6.08 — 13.47)
6.29 + 1.74 (3.42 — 9.97)
7.15+0.73 (5.79 - 8.67)
5.79 +0.80 (4.15 — 7.05)
11.24 + 1.25 (8.38 — 13.22)
16.43 + 1.56 (13.01 — 18.50)

31.63 +3.54 (22.53 —36.09)

3.27+0.64 (1.2 4.0)
50.12 + 4.89 (36 — 56)
120.38 + 22.87 (81 — 161)
8.66 + 1.00 (6.50 — 10.50)
6.49 +£0.99 (4.11 — 8.0)
7.52+£0.74 (5.74 - 8.54)
6.24 +0.74 (4.39 — 7.64)
11.99 + 1.35 (8.94 — 13.91)
17.24 +2.21 (11.53 — 20.98)

33.12+4.09 (23.10 — 39.52)
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Table 4.—Results of linear discriminant analysis of meristic characters pertaining to five species

of Cnemidophorus.
Variable Canonical loadings
Discriminant function 1 Discriminant function 2
Supralabials -0.319 -0.497
Infralabials 0.603 0.327
Chinshields 0.394 0.439
Supraoculars 0.087 0.021
Parietals -0.054 -0.072
Scales around midbody 0.482 -0.009
Transverse rows of ventrals 0.901 -0.154
Ventrals in transverse row 0.833 0.326
Femoral pores 0.921 -0.354
Prefemorals 0.870 0.048
Rows of prefemorals 0.742 -0.098
Rows of infratibials 0.795 -0.150
Preanals 0.723 0.190
Fourth finger lamellae 0.054 -0.630
Fourth toe lamellae 0.050 -0.671
Scales around tail 0.944 0.285
Dorsals -0.476 0.649
Species Means

Discriminant function 1 Discriminant function 2




C. jalapensis
C. mumbuca
C. littoralis

C. ocellifer

C. parecis

-5.788

-4.676

6.520

-1.856

11.096

1.801

0.186

-7.656

-0.262

2.769
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FIGURE LEGENDS
Fig. 1.—Map of Jalapdo region indicating the sites of collection of Cnemidophorus

Jjalapensis and C. mumbuca.

Fig. 2.—Cnemidophorus jalapensis, holotype, CHUNB 35651, adult male, SVL 53 mm.
(A) lateral view of head; (B) preanal plate and femoral pores at each side; (C) dorsal view of the

head; (D) ventral view of the head.

Fig. 3.—A: Adult male of Cnemidophorus jalapensis (Photo by FGRF). B: Adult male of
C. mumbuca (Photo by GRC). Note differences in coloration and stripe patterns (see text for

details).

Fig. 4—Dorsal coloration patterns in five species of Cnemidophorus from Brazil. (A) C.
littoralis, CHUNB 08308; (B) C. ocellifer, CHUNB 12964, (C) C. parecis, CHUNB 11652, (D)

C. mumbuca, CHUNB 28466; (E) C. jalapensis, CHUNB 35651.

Fig. 5—Scores on the first two canonical discriminant axes based on meristic variables

in five species of Cnemidophorus from Brazil south of Amazonia.
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APPENDIX I
Specimens Examined

Cnemidophorus jalapensis (51).— BRAZIL: Tocantins: Ponte Alta do Tocantins
CHUNB 12575-12608, CHUNB 35651-8, 35692-700.

Cnemidophorus littoralis (53).— BRAZIL: Rio de Janeiro: Barra de Marica CHUNB
03228-03264, 08300-08310, 24110, 24111, 24117, 24867, 24868.

Cnemidophorus mumbuca (228).— BRAZIL: Tocantins: Mateiros, CHUNB 28317,
28350-28559, 28561-28577, 28753.

Cnemidophorus ocellifer (101).— BRAZIL: Bahia: Ibipeba, CHUNB 03134-03139,
03265, 03273, 03274, 03358, 03360, 03369, 03370, 03372, 03375, 03376, 03378, 03401, 03405,
03414, 03421, 08481, 08484, 08485; Irecé, CHUNB 03266, 03267, 03269-03272, 03359,
03361-03368, 03373, 03374, 03377, 03379, 03380, 03382, 07945-07956; Lengois, CHUNB
05591; Paulo Afonso, CHUNB 08155-08157; Salvador, CHUNB 08138, 08139, 08152;
Pernambuco: Buique, CHUNB 23529; Exu, CHUNB 12855, 13590; Petrolina, CHUNB 03402—
03404, 0340603413, 03415-03420, 03422-03435, 13614, 24109, 24241.

Cnemidophorus parecis (108).— BRAZIL: Rondénia: Vilhena, CHUNB 09762-09814,

11651-11703, 14229, 14230.
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ANEXO V
Espécimes examinados para a obtengdo dos caracteres morfologicos e moleculares do
Capitulo 11

Os espécimes sdo indicados seu numero individual de tombo e as iniciais de suas
respectivas colegdes de origem de acordo com o descrito a seguir: CHUNB (Colecao
Herpetoldgica da Universidade de Brasilia); MZUSP (Museu de Zoologia da Universidade de
Sao Paulo), CAS (California Academy of Sciences ), UTACV (University of Texas at
Arlington), LIAMM (Colecao de Luciano J. Avila e Mariana Morando), MCT (Museu de
Ciéncias e Tecnologia da PUCRS); com o niimero de acesso no GenBank (NAG) ou com a

referencia quando for o caso.

Ameiva auberi
Dados moleculares — NAG 12S - AY046424, 16S - AY046466
Dados morfoldgicos — Reeder etal. 2002

Ameiva Ameiva
Dados moleculares — BRASIL: Rondonia: Guajara-Mirim CHUNB: 22102, 22144.
Dados morfoldgicos — BRASIL: Distrito Federal: Brasilia CHUNB: 00868-77, 00920-30,
00941-50, 01553-9, 01603-6.

Ameiva bifrontata
Dados moleculares — NAG 12S - AY046454, 16S -AY046496
Dados morfolégicos — Reeder etal. 2002
Ameiva chrysolaema

Dados moleculares — NAG - AY 046425, 16S -AY046467
Dados morfolégicos — Reeder etal. 2002

Ameiva corax
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Dados moleculares — NAG 12S - AY359477, 16S -AY 359497
Ameiva dorsalis

Dados moleculares — NAG 12S - AY359478, 16S -AY 359498

Ameiva erythrocephala
Dados moleculares — NAG 12S - AY359479, 16S -AY 359499
Ameiva exsul

Dados moleculares — NAG 12S - AY359480, 16S -AY359500

Ameiva festiva

Dados moleculares — NAG 12S - AY359481, 16S -AY359501

Dados morfoldgicos — NICARAGUA: San Juan CHUNB 43579-80.

Ameiva fuscata
Dados moleculares — NAG 12S - AY359482, 16S -AY359502
Ameiva griswoldi
Dados moleculares — NAG 12S - AY359483, 16S -AY359503
Ameiva leberi
Dados moleculares — NAG 12S - AY359484, 16S -AY359504
Ameiva lineolata
Dados moleculares — NAG 12S - AY359485, 16S -AY359505
Ameiva maynardi
Dados moleculares — NAG 12S - AY359486, 16S -AY359506
Ameiva plei
Dados moleculares — NAG 12S - AY359487, 16S -AY 359507
Ameiva pluvianotata
Dados moleculares — NAG 12S - AY359488, 16S -AY359508

Ameiva quadrilineata
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Dados moleculares — NAG 12S - AY046426, 16S -AY 046468
Dados morfolégicos — Reeder etal. 2002
Ameiva sp.
Dados moleculares — BRASIL: Goids: Mineiros CN52, 110.
Dados morfoldgicos — BRASIL: Goias: Mineiros CHUNB: 25734-25749, 26505-06, 26583-
84, 26586-87.
Ameiva sp.

Dados moleculares — BRASIL: Sdo Paulo: Santa Barbara MZUSP94465-66

Ameiva taeniura
Dados moleculares — NAG 12S - AY359489, 16S -AY359509

Ameiva undulata
Dados moleculares — NAG 12S - AY046427, 16S -AY 046469
Dados morfoldgicos — NICARAGUA: Granada CHUNB 43566-7

Ameiva wetmorei
Dados moleculares — NAG 12S - AY359492, 16S -AY359512

Aspidoscelis burti
Dados moleculares — NAG 12S - AY046428, 16S -AY 046470
Dados morfolégicos — ESTADOS UNIDOS DA AMERICA: Arizona CHUNB 43584-5;
Reeder etal. 2002.

Aspidoscelis costatus
Dados moleculares — NAG 12S - AY046429, 16S -AY 046471
Dados morfoldgicos — Reeder etal. 2002.
Aspidoscelis deppei

Dados moleculares — NAG 12S - AY046431, 16S -AY046473

Dados morfoldgicos — NICARAGUA: Rivas CHUNB 43569-70; Reeder etal. 2002.
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Aspidoscelis gularis
Dados moleculares — NAG 12S - AY046433, 16S - AY046475
Dados morfolégicos — ESTADOS UNIDOS DA AMERICA: Oklahoma CHUNB 43545;
Reeder etal. 2002.
Aspidoscelis guttata
Dados moleculares — NAG 12S - AY046434, 16S -AY046476
Dados morfolégicos — Reeder etal. 2002.
Aspidoscelis hyperythrus
Dados moleculares — NAG 12S - AY046435, 16S -AY 046477
Dados morfoldgicos — Reeder etal. 2002.
Aspidoscelis inormata
Dados moleculares — NAG 12S - AY046436, 16S -AY046478
Dados morfolégicos — ESTADOS UNIDOS DA AMERICA: Arizona CHUNB 43527,
Reeder etal. 2002.
Aspidoscelis sexlineata
Dados moleculares — NAG 12S - AY046444, 16S -AY 046486
Dados morfolégicos — ESTADOS UNIDOS DA AMERICA: Arizona CHUNB 43529;
Reeder etal. 2002.
Aspidoscelis tigris
Dados moleculares — NAG 12S - AY046452, 16S -AY046494, c-mos - AF039481
Dados morfoldgicos — ESTADOS UNIDOS DA AMERICA CHUNB 13644, 13646, 13648,
43538-9; Reeder etal. 2002.
Cnemidophorus abaetensis
Dados moleculares — BRASIL: Bahia: Salvador CHUNB 47667-8

Dados morfoldgicos - BRASIL: Bahia: Salvador CHUNB 47667-70
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Cnemidophorus arenivagus
Dados moleculares — NAG 12S - AY046441, 16S -AY046483
Cnemidophorus arubensis
Dados morfologicos — ILHA DE ARUBA CAS94700-1, 94703, 94705-6, 94708, 94710-2,
UTACV-R32108-10, 32113.
Cnemidophorus gramivagus
Dados moleculares — NAG 16S - AY046474; CHUNB 32304, 32314.
Dados morfoldgicos - BRASIL: Amazonas: Humaitda CHUNB 3501-3564, 7944.
Cnemidophorus jalapensis
Dados moleculares — BRASIL: Tocantins: Ponte Alta do Tocantins CHUNB 41169, 41175.
Dados moleculares - BRAZIL: Tocantins.: Ponte Alta do Tocantins CHUNB 12575-12608,
CHUNB 35651-8, 35692-700.
Cnemidophorus lacertoides
Dados moleculares — NAG 16S - AY046479; LIAMM 4517.
Dados morfolégicos — ARGENTINA: Buenos Aires LIAMMA4512, 4515-17.
Cnemidophorus lemniscatus
Dados moleculares — NAG 16S - AY046480, CHUNBO1461
Dados morfoldgicos — BRASIL: Para: Alter do Chao CHUNBO01099-152; Roraima: Boa
Vista CHUNB 01441-81.
Cnemidophorus littoralis
Dados moleculares — BRASIL: Rio de Janeiro: Barra de Marica CHUNB42582-3.
Dados morfoldgicos — BRASIL: Rio de Janeiro: Barra de Marica CHUNB03228-64, 08300-
10,24110-11, 24117, 24867-68, 42583.

Cnemidophorus longicauda
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Dados moleculares — ARGENTINA: La Pampa: Chical Co LIAMMA4025; Mendonza:
Malargue, LJAMM 5101.
Dados morfoldgicos — ARGENTINA: La Pampa: Chical Co LIAMM4025; Puelen LJAMM
2119-20; La Rioja: Felipe Varela LIAMM 4061, 4064, 4066; Mendonza: La Paz LIAMM
5731; Lavalle LJAMM 4070; Malargue LIAMM 4054, 4059, 5100-1; Neuguén: Aielo
LJAMM 7811; Confluencia LIAMMS8616; Pictin Leufu LIAMMS8608-9; Rio Negro:
Avellaneda LIAMMO0047, 8304; San Antonio LJAMM4541; Valcheta LJIAMM7081-82; San
Juan: Ullum LJAMM2345; Valle Fertil LJAMM4075-76
Cnemidophorus mumbuca
Dados moleculares — BRASIL: Tocantins: Mateiros CHUNB28493, 28535.
Dados morfologicos — BRAZIL: Tocantins: Mateiros, CHUNB 28317, 28350-28559, 28561-
28577, 28753.
Cnemidophorus murinus

Dados morfolégicos: ANTILHAS HOLANDESAS: Bonaire CHUNB43577, CAS 157550,
CAS157551-3, 157574-5, 157575, 157582-3, 157607-8, 159020-2

Cnemidophorus ocellifer Co
Dados moleculares — BRASIL: Bahia: Cocos CHUNB51175-6
Dados morfoldgicos — BRASIL: Bahia: Cocos CHUNB7614-6, 8150-1, 24591-2, 49165-8,
49191, 50195-6, 50198, 50267, 51181-94.

Cnemidophorus ocellifer Cr
Dados moleculares — BRASIL: Goias: Cristalina CHUNB11058, 11150.
Dados morfoldgicos — BRASIL: Goiés: Cristalina CHUNBO01736, 07577, 08411-17, 08421-
24, 9691-94, 10086, 10101, 10952-57, 11058-9, 11081, 11085, 11150-2.

Cnemidophorus ocellifer Mi

Dados moleculares — BRASIL: Goias: Minagu CHUNBO07558, 07601.
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Dados morfolégicos — BRASIL: Goias: Minacu CHUNB 00130, 03297-8, 3300-57, 7556-60,
7601-3, 7606-7, 7936-40, 8158-9, 8311-8, 9608, 9613, 9616, 9620, 12953-4, 12961-9,
12972-011, 13117-8, 13125-7, 13526-9, 19197-201, 24220, 24261, 24805-6.

Cnemidophorus parecis
Dados moleculares — BRASIL: Rondonia: Vilhena CHUNB11655, 11670.
Dados morfologicos — CHUNB 09762-09814, 11651-11703, 14229, 14230.

Cnemidophorus sp. Pa

Dados moleculares — BRASIL: Tocantins: Parand CHUNB36723, 36771.
Dados morfoldgicos — BRASIL: Tocantins: Paranda CHUNB 25735, 25737-8, 25744, 25746,
26505-6, 26584, 26586, 26588, 48052, 36712-17, 36720, 36722-3, 36728, 36731-4, 36736,
36744-6, 36748, 36750, 36754-9, 36764, 36769-71

Cnemidophorus serranus
Dados moleculares — ARGENTINA: Cérdoba LIAMM25c.

Cnemidophorus tergolaevigatus
Dados moleculares — ARGENTINA: Catamarca: Belen LIAMMA4262; La Rioja, Famatina
LIAMMS752.
Dados morfoldgicos — ARGENTINA: Catamarca: Belen LIAMM4259, 4262, 4279-80;
Santa Maria LIAMMA4275; Tinogasta LIAMM2141, 2321, 2342-3, 2346; La Rioja: Arauco
LJAMMA4181; Castro Barros LIAMMI1035, 1833, 1997-8, 0596, 0836; Famatina
LJAMMA4153, 5752; San Blas de Los Sauces LIAMMA4263, 4265.
Cnemidophorus vacariensis

Dados moleculares — BRASIL: Rio Grande do Sul CHUNB51432-3
Dados morfoldgicos — BRASIL: Rio Grande do Sul CHUNB51432-6, MCT 10631-3, 8872.

Cnemidophorus vanzoi

Dados moleculares — NAG 12S - DQ168985, 16S - DQ168987
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Dicrodon guttulatum
Dados moleculares — NAG 12S - AY046453, 16S - AY046495
Dados morfoldgicos — Reeder etal. 2002.

Kentropyx altamazonica

Dados moleculares — NAG 12S - AY046456, 16S - AY046498
Dados morfolégicos — Capitulo II desta Tese e Reeder etal. 2002.

Kentropyx calcarata
Dados moleculares — NAG 12S - AY046458, 16S - AY046500, c-mos - AF420864
Dados morfologicos - Capitulo II desta Tese e Reeder etal. 2002.

Kentropyx pelviceps
Dados moleculares — NAG 12S - AY046459, 16S - AY046501
Dados morfoldgicos - Capitulo 11 desta Tese e Reeder etal. 2002.

Kentropyx striata

Dados moleculares — NAG 12S - AY046460, 16S - AY046502
Dados morfolédgicos - Capitulo II desta Tese e Reeder etal. 2002.

Kentropyx paulensis
Dados moleculares — NAG 12S — EU345185, 16S — EU345179
Dados morfoldgicos - Capitulo II desta Tese

Kentropyx vanzoi
Dados moleculares — NAG 12S — EU345188, 16S — EU345178
Dados morfoldgicos - Capitulo II desta Tese
Kentropyx sp 1

Dados moleculares — NAG 12S — EU345192, 16S — EU345184
Dados morfolédgicos - Capitulo II desta Tese

K. viridistriga
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Dados moleculares — NAG 12S — EU345186, 16S — EU345183
Dados morfolédgicos - Capitulo II desta Tese
Teius teyou
Dados moleculares — NAG 12S - AY046461, 16S - AY046503
Dados morfoldgicos - Reeder etal. 2002.
Tupinambis
Dados moleculares — Tupinambis merianae: BRASIL: Mato Grosso CHUNB14839-40

Dados morfoldgicos — Tupinambis teguixin: Reeder etal. 2002, Teixeira 2003.
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