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Nota & banca

O Programa de Po4s-Graduagdo em Biologia Animal estabelece como norma, em
dissertacbes em forma de artigo, a presenca de uma introducdo geral com uma revisdo
bibliogréfica sobre o tema, e os objetivos do trabalho, assim como uma secéo final com as
conclus@es alcancadas.

A dissertacdo contém um artigo o qual pretende-se submeter a revista indicada, sob
as normas para publicagdo anexadas. A fim de facilitar a leitura, as legendas de figuras e
tabelas ndo foram separadas em secdes diferentes. Apos as sugestdes e corre¢cdes dos

membros da banca, o artigo sera traduzido para a lingua inglesa.



Resumo

Homonota uruguayensis é um pequeno lagarto endémico da Savana Uruguaia, ecorregido
pertencente ao Bioma Pampa. Distribui-se em uma area muito restrita no sudoeste do
estado do Rio Grande do Sul (Brasil) e noroeste do Uruguai onde ocorrem afloramentos de
basalto provenientes dos derrames vulcanicos que originaram a Formacdo Serra Geral.
Assim como ocorre com a biodiversidade da Savana Uruguaia em geral, essa espécie &
ainda pouco conhecida. Essa regido vem sofrendo com uma crescente descaracterizacao
dos seus ecossistemas originais e possui uma parcela infima de &reas protegidas. A
filogeografia € uma ferramenta que possibilita o acesso a distribuicdo geogréfica da
variabilidade genética dentro de uma espécie, auxiliando na identificacdo de linhagens
evolutivamente independentes que merecam maior atencdo em programas de manejo e
conservacao. Para compreender melhor a histéria evolutiva dessa espécie, 106 amostras de
H. uruguayensis provenientes de sete localidades no Rio Grande do Sul e cinco no Uruguai,
e amostras de dois grupos externos (H. borelli e H. fasciata, um individuo cada) foram
caracterizadas através do sequenciamento de genes mitocondriais (citocromo b e 12S) e
nucleares (BDNF). Além disso, dezesseis variaveis morfométricas foram caracterizadas e
analisadas em um subconjunto dos individuos coletados. Os resultados mostraram que H.
uruguayensis possui uma marcada estruturacdo filogeogréfica, com a formagédo de quatro
clados de linhagens mitocondriais que diferem em até 5% entre si, e sem compartilhamento
de haplétipos mitocondriais entre as localidades. Embora diferentes métodos de analise
tenham recuperado topologias distintas, uma comparacdo entre diferentes hipéteses
topoldgicas feita através de uma analise bayesiana sugere que a populagéo localizada mais
ao norte da distribuicdo (Cerro do Tigre) representa a divergéncia mais ancestral nessa
espécie. A estruturacdo dos haplotipos mitocondriais € coincidente com a distribuicdo
geografica, sugerindo um cenério de intensa filopatria com isolamento por distancia. Apesar
da grande variacdo encontrada nos genes mitocondriais, nenhuma variacdo foi observada

no gene nuclear BDNF. As analises morfométricas corroboram os resultados genéticos
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mostrando uma tendéncia a diferenciacdo morfolégica entre algumas popula¢des. Segundo
as estimativas, a separacao entre H. uruguayensis em relacdo a seus grupos irmao se deu
na transicdo do Mioceno para o Plioceno e a coalescéncia das linhagens mitocondriais de H.
uruguayensis esta no limite do Pleistoceno, por volta de 2,5 Ma. A populacéo de Cerro do
Tigre pode estar passando por um processo de especiacdo e por isso deve ser priorizada

em um programa de manejo e conservacao da especie.

10



Abstract

Homonota uruguayensis is a small gecko endemic to the Uruguayan Savanna, an ecoregion
belonging to the Pampa biome. It is distributed in a narrow area, restricted to the southwest
of the Rio Grande do Sul state (Brazil) and the northwest of Uruguay, where there are basalt
outcrops resulting from the volcanic eruptions that originated the Serra Geral formation in
Southern Brazil. As it occurs with most of the biodiversity within this region, this is still a
poorly studied species. This region is undergoing a growing degradation of its autochthonous
ecosystems, but only a very minor proportion of its area is under protection. Phylogeography
is a tool that allows the characterization of the geographic distribution of the genetic variation
within a species, which may help to identify evolutionary independent lineages that deserve
higher priority status in management and conservation programs. For a better understanding
of the evolutionary history of this species, 106 samples of H. uruguayensis individuals from
seven localities in Rio Grande do Sul and five in Uruguay, and samples from two outgroup
species (H. borelli and H. fasciata, one individual each), were sequenced for mitochondrial
(cytochrome b and 12S) and nuclear (BDNF) genes. In addition, sixteen morphometric
variables have been characterized and analyzed in a subsample of the collected individuals.
Our results show that H. uruguayensis has a strong phylogeographic structure, with
mitochondrial lineages forming four clades which differ up to 5% among them, and no
haplotype sharing among localities. Even though different analytical methods recovered
different topologies, a Bayesian factor comparison between them suggests that population in
the northern edge of the distribution (Cerro do Tigre) represents the most ancient divergence
within the species. The genetic structure of the mitochondrial haplotypes is concordant with
geographic distribution suggesting a scenario of strong philopatry and isolation by distance.
In spite of the wide variation shown by the mitochondrial genes, no variation was found for
the nuclear BDNF gene. The morphological analyses corroborate the results from the
mitochondrial markers, with some populations being distinct from the others. It was estimated

that the separation between H. uruguayensis and its ougroups occurred between the upper
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and mid-Miocene, while the coalescence of H. uruguayensis haplotypes was in the
Pleistocene limit, around 2.5 million years ago. The population from Cerro do Tigre may be
undergoing an incipient process of speciation, and should therefore receive high priority in

conservation and management programs for this species.
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Introducéo geral

Homonota Gray, 1845

O género Homonota foi recentemente classificado como pertencente a familia
Phyllodactylidae, um clado transatlantico e monofilético que é grupo irméo de Gekkonidae
(Gamble et al., 2008). Phyllodactylidae engloba também os géneros Asaccus,
Haemodracon, Phyllodactylus, Phyllopezus, Ptyodactylus, Tarentola e Thecadactylus, assim
como Bogertia, Garthia e Gymnodactylus, que ndo foram incluidos nas analises filogenéticas
do estudo de Gamble et al. (2008), mas sdo preditos pelos autores como pertencentes a
essa familia.

Homonota é restrito a América do Sul, possuindo uma distribuicdo andino-
patagbnica, com as suas espécies ocorrendo ao redor da latitude 25°S, em ambos os lados
dos Andes (Peters & Donoso-Barros, 1970). O género € diferenciado pela presenca de
dedos nao dilatados, corpo moderadamente deprimido, cauda longa e poros pré-anais e
femorais ausentes (Kluge, 1964). As espécies em geral sdo noturnas, oviparas, insetivoras
e terrestres, raramente vistas em arvores (Cei, 1986; Cacciali et al., 2007). Existem oito
espécies vdlidas descritas: H. andicola Cei, 1978; H. borellii (Peracca, 1897); H. darwinii
Boulenger, 1885; H. fasciata (Duméril and Bibron, 1836); H. rupicola Cacciali et al., 2007; H.
underwoodi Kluge, 1964; H. uruguayensis (Vaz-Ferreira & Sierra de Soriano, 1961); e H.
whitii Boulenger, 1885, que se distribuem por Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e
Uruguai (Cacciali et al., 2007; Gamble et al., 2008). No Brasil o0 género esta representado

por duas espécies: Homonota fasciata e H. uruguayensis (Bérnils & Costa, 2011).

Homonota uruguayensis (Vaz-Ferreira & Sierra de Soriano, 1961)
Homonota uruguayensis € um pequeno lagarto endémico da Savana Uruguaia,

ecorregido pertencente ao Bioma Pampa. Sua distribuicdo abrange o Uruguai, na regido ao
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norte do Rio Negro incluindo os departamentos de Artigas, Salto, Paysandu, Rivera e
Tacuarembd (Carreira et al., 2005), e no Brasil é registrado apenas no sudoeste do Rio
Grande do Sul, nos municipios de Alegrete, Quarai, Rosario do Sul e Santana do
Livramento. Esse lagarto é encontrado em ambientes bem especificos, sob pedras soltas,
ou em fendas, de afloramentos rochosos de basalto e arenito (Vaz-Ferreira & Sierra de
Soriano, 1973). As rochas e fendas séo abrigos importantes porque, além de servirem como
uma barreira eficaz de protecdo contra predadores, podem manter a umidade e a
temperatura relativamente altas e estaveis possibilitando a incubacdo dos ovos (Vaz-
Ferreira & Sierra de Soriano, 1973). Esses microhabitats também acabam por fornecer parte
da alimentacdo, que & composta predominantemente por artropodes, sendo considerada
uma espécie generalista devido a alto niumero de categorias alimentares consumidas
(Nunes, 2009). As fémeas depositam de um a dois ovos no verdo, e ha registros de ninhos
comunitarios (Achaval & Olmos, 2007). Homonota uruguayensis apresenta atividade diurna
e noturna, mas o pico de atividade é entre o fim da tarde e inicio da noite (Gudynas, 1986).
Fora esses dados gerais citados, muito pouco é conhecido sobre essa espécie, que,
inclusive, ndo possui uma definicdo do seu status de conservacao na lista da IUCN (IUCN,
2011), uma situacao preocupante se tratando de um lagarto endémico muito restrito e que

habita uma regido em constante descaracterizagéao.

Savana Uruguaia

O Bioma Pampa, também chamado de Campos do Rio da Plata, compreende uma
area de campos subumidos na zona temperada do leste da América do Sul meridional,
localizada aproximadamente entre as latitudes 28 e 38°S. Essa regido de pouco mais de
760.000 km2 engloba o centro e leste da Argentina, Uruguai e sul do Brasil (Soriano et al.,
1992) e € dividida nas ecorregides Pampas e Savana Uruguaia (Dinerstein et al 1995). Os
Pampas ocupam principalmente o territério argentino, e a Savana Uruguaia ocorre no

Uruguai, sul do Brasil e em parte das provincias de Corrientes e Missiones na Argentina
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(Bilenca & Minarro, 2004). Optamos por adotar o conceito de ecorregido porque essa
definicdo considera a distribuicdo da fauna e flora e tem como objetivo identificar unidades
para acdes conservacionistas (Olson et al 2001).

A Savana Uruguaia é formada por terras baixas, com areas de coxilha e serras,
formacdo geoldgica diversificada, solos heterogéneos, topografia ondulada, clima
subtropical umido e precipitagées superiores a 1000 mm (Garcia et al., 2007). Essa regido
sofre uma crescente descaracterizacdo devida principalmente a expansao da producao
agricola e da silvicultura, que s6 entre 2002 e 2008 aumentaram sua area ocupada em 30%
(dados da FEPAM-RS). As invasfGes biol6gicas de espécies como 0 capim-annoni
(Eragrostis plana) também ameacam a fauna associada a essa formagéo, que é o habitat de
muitas espécies endémicas e ameacadas de extingcdo (Pillar et al., 2009). Esse cenario se
torna ainda mais preocupante quando constatamos a infima parcela de area protegida
dentro dessa ecorregido. Apenas cerca de 2% da éarea da Savana Uruguaia esta
oficialmente protegida enquanto que o minimo deveria ser 10% em cada ecorregido (Bibby,
1998; Soutullo & Gudynas, 2006).

Além de ser uma ecorregido negligenciada na sua conservagao, existem poucos
estudos focados nos organismos ou na biogeografia da regido. Em termos filogeograficos,
alguns trabalhos foram realizados englobando o Pampa, principalmente com mamiferos
autéctones como veado (Gonzélez et al., 1998), tuco-tuco (Wlasiuk et al., 2003; Gongalves
& Freitas, 2009), tatu (Poljak et al., 2010), e exéticos como o javali (Garcia et al., 2011).
Além de esforcos voltados para realizacdo de inventarios de areas a fim de potencializar a
possibilidade de descoberta de novas espécies, esfor¢cos voltados ao estudo da historia
evolutiva dos organismos dessa regido podem ser de grande importancia para a elaboragéo

de planos de conservacéo adequados, principalmente se envolverem espécies endémicas.
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Filogeografia e conservacdao

Comecando como uma disciplina formal em 1987 (Avise, 1987), e crescendo
exponencialmente durante os anos 90, a filogeografia atualmente é considerada uma das
mais importantes ferramentas para o entendimento dos componentes historicos da
distribuicdo espacial contemporanea das linhagens de genes ao nivel intra ou interespecifico
(Avise, 2000). Os seus principais objetivos sdo decifrar os componentes temporais e
espaciais da estruturacéo populacional, interpretar 0s processos evolucionarios e ecolégicos
envolvidos (Beheregaray, 2008) e entender como os padrbes de divergéncia se relacionam
ou coincidem com fatores geogréficos e geoldgicos atuais e histéricos (Chan et al., 2011). O
DNA mitocondrial, por apresentar caracteristicas peculiares como a heranca uniparental
(materna), a auséncia de recombinacéo e as altas taxas evolutivas, quando comparado ao
genoma nuclear, € uma ferramenta importante no estudo das relagbes evolutivas
principalmente de baixos niveis taxondémicos, como rela¢cdes intragenéricas ou
intraespecificas (Bonvicino & Moreira, 2001; Calcagnotto, 2001).

Uma revisdo recente sobre o status da Filogeografia no hemisfério sul mostrou que
até o ano de 2006 apenas 6,3% dos estudos filogeogréaficos focaram organismos da
América do Sul, e que essa, quando comparada aos outros continentes, ocupou a penultima
posicdo entre os continentes, a frente apenas da Antartida (Beheregaray, 2008). Trabalhos
com herpetofauna ficam na quinta posi¢cdo entre os grupos animais estudados (cerca de
12%), sendo a maior parte dos trabalhos realizados na América do Norte (42%) e apenas
10% na América do Sul (em quarto lugar, atras da Europa e Australia) (Beheregaray, 2008).

Os gecos sdo um bom exemplo de um grupo que apresenta convergéncia
morfolégica dentro dos répteis, com muitas espécies de morfologia e habitos similares
(Perera & Harris, 2010). Estudos filogeograficos e filogenéticos com esse grupo estao
revelando espécies cripticas que ndo haviam sido reconhecidas por métodos baseados em
morfologia, além de niveis excepcionais de variacdo intraespecifica no DNA mitocondrial

(Harris et al., 2004; Kasapidis et al., 2005; Kronauer et al., 2005; Oliver et al., 2009; Perera &
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Harris, 2010). Na América do Sul ainda sdo escassos o0s trabalhos com gecos (Kronauer et
al., 2005; Pellegrino et al., 2005; Bergmann & Russel, 2007; Gamble et al., 2008b, 2012) e
portanto, uma boa parte da diversidade desse grupo pode estar sendo subestimada.

Definir unidades de manejo dentro de espécies € mais dificil e controverso do que
definir espécies, ja que populacbes podem estar a caminho da especia¢ao (Frankham et al.,
2004). O acesso a distribuicdo geografica da variabilidade genética dentro de cada espécie
assume central importdncia em programas de manejo e conservacao, pois permite a
identificacdo de &reas geograficas com restrita troca de individuos que reflitam linhagens
evolutivamente independentes, além da identificacdo de &reas prioritarias para o
monitoramento, manejo e protecdo (Avise, 1994; Moritz & Faith, 1998; Taylor & Dizon,

1999).

Objetivo geral

Com o intuito de aprofundar os conhecimentos sobre esta espécie e gerar
informacBes que possam contribuir com a sua conservacdo, propde-se um estudo
filogeografico do lagarto Homonota uruguayensis, empregando andlises moleculares e

morfoldgicas.

Objetivos especificos

- Analisar a estrutura populacional de Homonota uruguayensis ao longo de sua area de
ocorréncia.

- Analisar a variabilidade genética da espécie e de suas populagdes.

- Verificar uma possivel diferenciagdo morfolégica entre populacdes da espécie.

- Verificar a existéncia de unidades evolutivamente significativas e se assim, sugerir

medidas de conservagao para a espécie.
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Resumo

Apesar da reconhecida megadiversidade presente na América do Sul, a quantidade de
estudos moleculares baseados em organismos dessa regido ainda € escassa. A situacdo é
ainda pior quando focamos os campos temperados, onde existe uma grande lacuna de
conhecimento sobre sua diversidade, aspectos genéticos e biogeograficos. Homonota
uruguayensis € um pequeno geco endémico dos afloramentos de basalto da Savana
Uruguaia, ecorregido pertencente ao Bioma Pampa. A partir do sequenciamento dos genes
mitocondriais cytb e 12S de 106 individuos dessa espécie e da analise de 16 variaveis
morfométricas, foi possivel inferir sobre a histéria evolutiva dessa espécie, incluindo
aspectos demograficos e seu significado para a conservagdo. Homonota uruguayensis
apresentou uma forte estruturacdo genética que foi associada as distancias geograficas
entre as localidades amostradas. As analises genéticas, morfologicas e os dados ecoldgicos
disponiveis convergem para um cenario de isolamento profundo entre as diferentes
populagcdes ndo mais recente que cerca de 250.000 anos atras. A espécie parece ter
migrado desde o norte de sua distribuicdo, provavelmente através da Coxilha de Haedo,
apresentando um sinal mais recente de expansao populacional em sua distribuicdo central.
Os resultados tém fortes implicacdes para a conservacdo da espécie e podem ser Uteis para
a elaboragcédo de um modelo mais geral sobre a historia evolutiva de espécies pertencentes a

Savana Uruguaia.

Palavras-chave: filogeografia; Pampa; lagarto; conservacéo; cytb; 12S
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1. Introducéo

Apesar da sua alta diversidade biolégica, a América do Sul ainda é um continente
relativamente pouco estudado, com diversas questbes em aberto sobre aspectos
taxondmicos, sisteméticos, evolutivos e, consequentemente, sobre padrées de distribuicdo
da maioria dos taxons sul-americanos (Sivasundar et al., 2001; Garcia et al., 2007; Morais et
al., 2007). Os trabalhos filogeogréficos que focam organismos sul-americanos séo escassos
(cerca de 6% do total de trabalhos publicados sobre o tema), sendo esse 0 continente com
menor numero de trabalhos publicados com exce¢do da Antartida (Beheregaray, 2008).

O Bioma Pampa, também conhecido como Campos do Rio de la Plata (Soriano et
al., 1992), é uma regido de alta diversidade, que abriga diversas espécies endémicas ou
restritas, e é tradicionalmente dividido nas ecorregides do Pampa Argentino e da Savana
Uruguaia (Dinerstein et al., 1995; Bilenca & Mifarro, 2004). A Savana Uruguaia inclui a
metade sul do Rio Grande do Sul (Brasil), todo territério do Uruguai, e parte da provincia
argentina de Entre Rios, cobrindo uma superficie de 355.700 km2 (WWF, 2001). Essa
ecorregido é considerada ameacada (WWF, 2001), e vem sofrendo com danos causados
pela invasdo de espécies exodticas e pela supressédo de extensas areas com ecossistemas
nativos (campos, banhados e matas de galeria) para uso agropecuario, agricola e, mais
recentemente, silvicola.

De acordo com as projegfes de cenarios futuros propostos para diversos biomas do
mundo o0 ecossistema de campos é um dos que passara por maiores perdas de
biodiversidade no préximo século devido principalmente a fatores como o uso da terra e
mudancgas climaticas (Sala et al., 2000). Levando em conta que apenas cerca de 2% da
area da Savana Uruguaia esta oficialmente protegida, em contraste com a sugestdo de um
minimo de 10% em cada ecorregido (Bibby, 1998; Soutullo & Gudynas, 2006), é necessario

que trabalhos nessa regido sejam incentivados para que se possa ter um melhor
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conhecimento da real biodiversidade presente nessa ecorregido e como poderemos
preserva-la.

Dessa forma, apesar de o Bioma Pampa ser uma das maiores regides de campos
temperados do mundo e o principal ecossistema de campos da América do Sul, com uma
area de cerca de 760.000 km2 (Bilenca & Mifarro, 2004), existem poucos estudos
filogeograficos publicados sobre espécies dessa regido (Gonzélez et al., 1998; Wlasiuk et
al., 2003; Fernandes et al., 2009; Poljak et al 2010; Garcia et al., 2011). A maior parte dos
estudos filogeograficos realizados com lagartos neotropicais concentram-se ha regiao
Amazoénica (Kronauer et al., 2005), Andina (Torres-Pérez et al., 2007; Morando et al., 2008;
Victoriano et al., 2008), Patagonica (Avila et al., 2006; Morando et al., 2007) e Mata Atlantica
(Pellegrino et al., 2005), ainda que esses animais sejam considerados organismos modelo
para estudos filogeogréaficos (Camargo et al., 2010).

Homonota Gray, 1845 possui oito espécies restritas a América do Sul, que ocorrem
ao redor da latitude 25°S, em ambos os lados dos Andes (Peters & Donoso-Barros, 1970).
Recentemente esse género foi classificado como membro da familia Phyllodactylidae, um
clado monofilético de gecos do Novo Mundo com ancestrais vindos da Africa, sendo grupo
irmao de Gekkonidae (Gamble et al., 2008a). Homonota uruguayensis (Vaz-Ferreira & Sierra
de Soriano, 1961) é um lagarto pequeno, que ndo ultrapassa 50 mm de comprimento rostro-
cloacal, endémico da ecorregido da Savana Uruguaia. No Uruguai, sua distribuicdo se
restringe a regido ao norte do Rio Negro (Carreira et al., 2005), e no Brasil no sudoeste do
estado do Rio Grande do Sul. A espécie é encontrada em ambientes bem especificos: areas
de afloramentos rochosos ndo sombreados compostos de rochas de basalto e arenito soltas
e sobrepostas. Sao ativos nos periodos diurno e noturno, e possuem reproducao anual com
posturas de um a dois ovos (Achaval & Olmos, 2007). Os trabalhos publicados sobre a
espécie sdo restritos a sua descricdo (Vaz-Ferreira & Sierra de Soriano 1961), aspectos
morfolégicos (Kluge 1964), notas ecoldgicas (Vaz-Ferreira & Sierra de Soriano 1965, 1973;

Gudynas & Gambarotta 1980; Gudynas 1986, Achaval & Olmos, 2007), distribuicdo
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(Carreira et al., 2005) e a uma andlise cladistica de alguns membros do género (Abdala,
1998). No Uruguai, devido a sua distribuicdo mais ampla, a espécie foi considerada como
ndo ameacada (least concern, Canavero et al., 2010), assim como no Brasil, mesmo tendo
distribuicdo mais restrita.

Estudos moleculares com gecos estao revelando espécies cripticas que ndo haviam
sido reconhecidas por métodos baseados em morfologia (Harris et al., 2004; Kasapidis et
al., 2005; Kronauer et al., 2005; Gamble et al., 2008, 2012; Oliver et al., 2009; Perera &
Harris, 2010). Na América do Sul ainda sdo escassos 0s trabalhos com esse grupo
(Kronauer et al., 2005; Pellegrino et al., 2005; Bergmann & Russel, 2007; Gamble et al.,
2008b, 2012) e portanto, uma boa parte da diversidade dos gecos na regido pode estar
sendo subestimada. Além de auxiliarem no acesso a real diversidade existente, estudos
genéticos sdo importantes para 0 acesso a histdria evolutiva das espécies. A partir da
reconstrucdo do padrao evolutivo em nivel intraespecifico pode se obter informag¢des que
contribuem na determinacédo de estratégias adequadas para a conservacao, pois permitem a
identificacdo de estruturacdo geografica e subdivisbes populacionais histéricas e/ou atuais
das espécies (Eizirik, 1996). O DNA mitocondrial, por apresentar caracteristicas peculiares
como a heranga uniparental (materna), a auséncia de recombinacdo e as altas taxas
evolutivas quando comparado ao genoma nuclear, € o marcador molecular mais utilizado
nos estudos das relagdes evolutivas em niveis taxonémicos baixos ou entre as linhagens
segregantes dentro de metapopulac¢des (Bonvicino & Moreira, 2001; Calcagnotto, 2001).
Através de uma abordagem filogeogréafica do lagarto Homonota uruguayensis esse trabalho
tem como objetivos: (a) acessar a variabilidade e diferenciacdo genética entre populacdes
da espécie, (b) identificar as relacdes filogenéticas entre essas populacdes, (c) checar se 0s
resultados obtidos com as analises moleculares se refletem na analise de caracteres
morfoldgicos, (d) sugerir prioridades de conservacao para a espécie, (e) propor um cenario
evolutivo para essa espécie de modo a contribuir com o0 conhecimento dos processos

evolutivos que moldaram a diversidade genética na Savana Uruguaia. E importante salientar
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gue o presente estudo representa o primeiro trabalho molecular realizado com o género

Homonota e o primeiro sobre uma espécie de lagarto nessa ecorregiéo.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta das amostras e extragcdo do DNA

Foram coletadas 106 amostras de Homonota uruguayensis provenientes de 12
localidades (Tabela 1; Figura 1) cobrindo a distribuicdo conhecida da espécie. As coletas
incluiram sete locais no Rio Grande do Sul, sendo trés no municipio de Alegrete (Cerro do
Tigre, BR290 e Fazenda S&o Francisco), um em Rosério do Sul (Fazenda Casa Branca), um
em Quarai (Cerro do Jarau) e dois em Santana do Livramento (BR293 e Cerros Verdes). No
Uruguai foram amostradas cinco populacdes nos departamentos de Rivera, Paysandu, Salto
e em dois locais em Artigas. As distancias geogréaficas entre as localidades variaram de 25 a
275km, a extens&o de ocorréncia e a area de ocupacgédo (IUCN, 2010) foram estimadas a
partir das localidades acima citadas acrescidas de registros da literatura (Carreira et al.,
2005). As coletas foram autorizadas pelas autoridades competentes de ambos os paises
(Ministério do Meio Ambiente, BR - SISBIO licenga numero 12613-1 e Direccion de
Recursos Naturales del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, UY). Os exemplares
coletados no Rio Grande do Sul foram depositados na Colecéo Cientifica do Laboratorio de
Herpetologia, Instituto de Biociéncias, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e os
provenientes do Uruguai na Coleccién de Reptiles da Facultad de Ciencias, junto ao Museo
Nacional de Historia Natural do Uruguai. Um individuo de Homonota borellii € um individuo
de H. fasciata procedentes das provincias argentinas de Santiago del Estero e Mendoza,
respectivamente, foram sequenciados e utilizados como grupos externos.

A extracdo de DNA foi feita a partir de amostras do figado, musculo da cauda ou

lingua. Durante a coleta os tecidos foram imediatamente conservados em alcool 99% e apos
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transferidos para um freezer. O DNA foi extraido através de método salino adaptado de
Medrano et al. (1990), com algumas modificacdes.

Dois fragmentos do DNA mitocondrial (citocromo b e 12S rRNA) foram amplificados
em um mix de PCR com volume total de 20pul contendo 1,5mM de MgCI2, tampéo de PCR
10X, 0,2uM de dNTP’s, 0,2uM de cada primer, 0,2U de Taq DNA polimerase, além de 1ul de
DNA. Eventualmente, 1-2ul de Triton 4% foram adicionados ao mix para um melhor
resultado do PCR. As amplificacdes foram realizadas em um termociclador Veriti 96 well
Thermal Cycler (Applied Biosystems). Para o citocromo b (cytb) foram amplificados 720pb
através das versdes modificadas dos primers 703Botp (5 TCA AAY ATC TCA ACC TGA
TGA AAY TTY GG3’) e MVZ16p (5°GGC AAA TAG GAA GTA TCA YTC TGG YTT3) do
trabalho de Pook et al. (2000). O programa foi 0 mesmo utilizado por esse autor, mas com
uma temperatura de anelamento de 58°C. O gene 12S rRNA (12S) teve 420pb amplificados
com os primers modificados L1091 (5’AAA CTR GGA TTA GAT ACC CYA CTAT3’) e H1478
(5°GAG GGT GAC GGG CGG TGT GT3) de Kocher et al. (1989). As condi¢cdes seguiram o
programa de Carranza et al. (2000), com temperatura de anelamento de 56°C.

Realizamos uma subamostragem selecionando hapl6tipos que abrangiam todas as
localidades coletadas (n=34) para amplificar um fragmento do gene nuclear (700pb) BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) com os primers BDNF_DRV_F1 (5'ACC ATC CTT TTC
CTK ACT ATGG3') e BDNF_DRV_R1 (5'CTA TCT TCC CCT TTT AAT GGTC3') de Vieites
et al. (2007). As condi¢cbes do PCR foram as seguintes: pré-desnaturacéo a 94°C por 3 min;
40 ciclos de 94°C por 0,5 min, temperatura de anelamento por 1 min, 72°C por 1,5 min. Nos
primeiros 9 ciclos a temperatura de anelamento foi de 60°C diminuindo 1°C a cada ciclo, e
nos restantes foi fixada em 50°C.

Os produtos do PCR foram verificados via eletroforese em gel de agarose 1% com o
DNA corado com 1pl de GelRed em 1mL de BFB 10%. Apoés, foram purificados
enzimaticamente com exonuclease | e shrimp alkaline phosphatase (ExoSAP) e enviados

para sequenciamento na empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul).

28



2.2. Analise das sequéncias

Os cromatogramas foram conferidos no software Chromas v. 2.33
(http://www.technelysium.com.au) e as sequéncias editadas no MEGA 5 (Tamura, Peterson,
Stecher, Nei, & Kumar 2011). Os alinhamentos das sequéncias de cytb e BDNF foram
realizados com o algoritmo MUSCLE (parametros padrbes) implementado no programa
MEGA 5, com posterior traducdo para aminoacidos para verificacdo de possiveis stop
codons. O fragmento de 12S foi alinhado no programa MAFFT v. 6 (online) com a estratégia
Q-INS-i, que considera a estrutura secundaria da molécula de RNA incorporando a
probabilidade do pareamento das bases no alinhamento resultante (Katoh & Toh, 2008).

A analise preliminar das sequéncias do gene nuclear BDNF, constatou ndo haver
variagado intraespecifica nesse fragmento, portanto ele foi retirado das analises. Como as
redes de hapl6tipos (descritas a seguir) dos dois genes mitocondriais recuperaram as
mesmas relacdes, as sequéncias desses genes foram concatenadas no programa BioEdit

7.0.5.3 (Hall, 1999) e esse data set foi utilizado em todas as analises.

2.2.1. Andlises filogenéticas e tempos de divergéncia

No programa DAMBE 5.2.57 (http://dambe.bio.uottawa.ca/dambe.asp) foi verificado o
nivel de saturacao das sequéncias através do teste de saturacdo de substituicdes (Xia et al.
2003; Xia and Lemey 2009). O melhor modelo de substituicdo de nucleotideos para cada
gene foi calculado no MEGA 5.

Construiram-se arvores filogenéticas pelos métodos de méxima verossimilhanca
(maximum-likelihood ML) e de inferéncia Bayesiana (Bayesian inference BIl) através dos
programas RAxML 7.0.3 (Stamatakis, 2006) e BEAST 1.6.2 (Drummond & Rambaut, 2007),
respectivamente, utilizando-se somente os hapl6tipos diferentes observados na amostra. Na
ML foi adotado 0 modelo GTR+G+| (GTR é o Unico modelo de nucleotideos suportado pelo

programa) com particdo dos genes, ja que sdo duas regifes mitocondriais diferentes, e
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considerando separadamente cada posicdo de cdédon do gene codificante cytb. Foram
rodadas 100 arvores iniciais e 1000 réplicas de bootstrap.

Para a construcdo da arvore bayesiana, quatro estratégias de particdo foram
comparadas: GTR+G+| para os dois genes (tratados como uma Unica particdo); modelo
HKY+G+l para 12S e modelo TN93+G+l para cytb (os melhores modelos calculados para
cada gene); mesmos modelos, mas cytb particionado em 2 posi¢cées de codon (1+2, 3);
mesmos modelos e cytb particionado em 3 posicbes de cddon. Esses modelos foram
comparados através do cdlculo do fator de Bayes, geralmente considerado a maneira
correta de selecionar a melhor estratégia para conduzir a analise bayesiana (Drummond et
al., 2006). Os testes de fator de Bayes foram realizados no programa Tracer v. 1.5
(Drummond & Rambaut, 2007) usando 5000 replicacdes. Cada andlise foi avaliada no
programa BEAST 1.6.2 utilizando 100 milhdes de passos de cadeia-de-Markov-Monte-Carlo,
amostrando a cada 1000 passos. O teste de fator de Bayes também foi utilizado para testar
hipéteses topoldgicas alternativas (ver Resultados) utilizando-se os mesmos parametros
descritos acima.

Devido a falta de fésseis apropriados e de eventos geolégicos conhecidos na regido
que pudessem servir como pontos de calibragem da arvore filogenética, foi utilizada uma
taxa de substituicdo retirada de um estudo com gecos do género Hemidactylus (Arnold et
al., 2008), no qual foram analisados os mesmos genes mitocondriais (cytb e 12S). Os
tempos de divergéncia foram estimados no programa BEAST 1.6.2 utilizando-se um reldgio
estrito e uma distribuicdo normal para a taxa de substituicio com média de 1,15% por
milhdo de anos (Ma), e um desvio padrédo de 0,2% por Ma. O programa Tracer v. 1.5 foi
utilizado para checar a convergéncia das corridas e a adequacgao dos tamanhos efetivos de

amostra (ESS>200).
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2.2.2. Estruturacao filogeografica

As estatisticas sumarias (numero de haplotipos; sitios polimoérficos; diversidades
haplotipicas e nucleotidicas) foram calculadas no programa Arlequin 3.5 (Excoffier &
Lischer, 2010). Nesse mesmo programa foi estimado o nivel de estruturacao genética entre
as populagbes através do ®ST, que é uma estatistica anadloga a estatistica-F classica de
Wright, mas que leva em conta a distancia entre os alelos (haplo6tipos). Esse programa
também foi usado para estimar a diferenca média entre pares de popula¢cdes usando uma
distancia genética simples (uncorrected p distances). A associacdo entre a distancia
genética e a distancia geogréfica foi testada através do Teste de Mantel no programa Alleles
in Space 1.0 (Miller, 2005) com 1000 réplicas. A rede de haplotipos foi gerada pelo método
Median-Joining (Bandelt et al.,, 1999) no programa NETWORK 4.6 (www.fluxus-
engineering.com).

Analisamos possiveis flutuagbes demograficas ocorridas, como bottlenecks e
expansoes, através de testes de neutralidade (D de Tajima e Fs de Fu), que assinalam
valores significativamente negativos para esses eventos, utilizando o Arlequin 3.5.
Adicionalmente, realizamos no programa BEAST 1.6.2 uma analise de Bayesian Skyline Plot
(BSP), que oferece uma idéia de como o tamanho populacional mudou ao longo do tempo.
Os modelos e a taxa de substituicdo utilizados nessa andlise foram os mesmos da
Inferéncia Bayesiana (ver topico anterior). Finalmente, estimativas de tamanho (theta) e
crescimento populacional para cada localidade separadamente foram realizadas no
programa LAMARC v. 2.1.6 (Kuhner, 2006) usando a opcdo de andlise Bayesiana para
otimizar o tempo necessario para a analise. Foi realizada uma estratégia de busca que
utilizou trés réplicas de 20 cadeias iniciais de 20.000 gerac¢fes e duas cadeias longas finais

de 20.000.000 de geragdes, amostrando a cada 1.000 geragdes.
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2.3. Andlises morfolégicas

Verificamos a existéncia de uma possivel diferenciacdo morfolégica entre as
populacBes da espécie através de andlises morfométricas. Foram separados somente 0s
individuos adultos coletados e sequenciados em cada populacdo (machos a partir de
38,47mm e fémeas 35,08mm; Martins, L., com. pessoal) para evitar que efeitos
ontogenéticos influenciassem as analises. Setenta e nove individuos adultos foram
dissecados para a observagéo do sexo, resultando em 35 machos (M) e 44 fémeas (F).

Foram mensuradas dezesseis Vvariaveis: comprimento rostro-cloacal (CRC),
comprimento da cabecga (CCab), largura da cabeca (LCab), comprimento do pescoco
(CPes), largura do pescoco (LPes), comprimento do focinho (CFoc), largura da base da
cauda (LCau), comprimento da axila até a virilha (CAx-vir), comprimento do brago (CBr),
comprimento do antebraco (CAnt-br), comprimento da tibia (CTibia), comprimento do fémur
(CFemur), comprimento do terceiro dedo anterior (C3ant) e posterior (C3pos) e comprimento
do quarto dedo anterior (C4ant) e posterior (C4pos). Utilizou-se um paquimetro digital
Mitutoyo com precisdo de 0,01mm.

Foi testada a dependéncia entre as variaveis CCab e LCab assim como, CPes e
LPes através de regressbGes simples. Todas as medidas foram logaritmizadas e o
dimorfismo sexual foi verificado através de testes-t, e Mann-Whitney quando os dados nao
apresentaram normalidade. Uma possivel diferenca de CRC entre as localidades foi testada
por One-way ANOVA associada ao teste post-hoc Tukey. A fim de reduzir o efeito do
tamanho corporal nas medidas foram utilizados nas andlises os residuos de regressao de
cada variavel em relacdo ao CRC. Sendo assim, a variavel CRC foi descartada das analises
estatisticas posteriores. Os individuos foram agrupados por localidade de coleta, resultando
em 11 grupos. Primeiramente foi realizada uma Analise Discriminante (forward stepwise),
gue calcula uma matriz de classificacdo avaliando a taxa de sucesso em atribuir os
individuos a sua correta localidade, e também indica as varidveis que mais contribuiram

para a discriminacao dos grupos. Apos, uma Andlise Multivariada da Variancia (MANOVA) e
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uma Andlise de Variancia Canénica (CVA) foram feitas utilizando as variaveis
significativamente discriminantes indicadas pela andlise anterior a fim de reconhecer
diferencas significativas entre as popula¢des. Foram utilizados os programas PAST v. 2.02

(Hammer, Harper & Ryan, 2001) e STATISTICA v. 7.1. (StatSoft, Inc. 2005).

3. Resultados

Um alinhamento total de 1088pb englobando os dois genes mitocondriais (694pb-
cytb; 394pb-12S) foi obtido para os 106 individuos de H. uruguayensis mais os dois
individuos usados como grupos externos. Para o gene nuclear BDNF foi obtido um
alinhamento de 683pb a partir de amostras de 34 individuos. Porém, esse fragmento néo
apresentou variacao intraespecifica e, portanto nédo foi considerado nas analises descritas a
seguir. Foram identificados 50 haplotipos para H. uruguayensis com 127 sitios variaveis,
sendo 112 desses informativos para a parcimonia. Considerando os grupos externos, foram
observados 259 sitios polimérficos com 135 informativos para parciménia. A proporgéo de
mutacdes intraespecificas em relacdo ao niumero de bases sequenciadas foi maior no gene
cytb (14%; 97 mutacdes em 82 sitios informativos) do que no 12S (9,6%; 38 mutacdes em
30 sitios informativos). As sequéncias foram analisadas integralmente jA que nao
apresentaram saturacdo em nenhuma das posicbes de cédon (indice de saturacdo de
sequéncias menor que o valor critico, Iss < Iss.c). A composi¢éo de bases das sequéncias foi
de acordo com o padrdao encontrado no DNA mitocondrial de outros gecos (cytb: A=26%,
T=24%, C=36%, G=15%; cytb 32 posicao de cdédon: A=33%, T=11%; C=49%; G=8%; 12S:
A=30%, T=18%, C=31%, G=21%), com uma marcante deficiéncia de guanina
principalmente para o cytb (Macey et al 1999; Harris, 2002; Chiari et al., 2009). Para o cytb
ndo foram verificadas mutac¢des do tipo insercao-delecdo (que levam a alteracdo do modulo

de leitura) nem mutacdes sem sentido (que geram um codigo de parada) enquanto que para
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0 12S néo ocorreram picos duplos nas sequéncias. Esses fatores indicam fortemente que
possiveis copias nucleares ndo foram erroneamente amplificadas.

A extensdo de ocorréncia de Homonota uruguayensis, que foi estimada a partir da
unido dos pontos de ocorréncia extremos, tem uma area de cerca de 50.651km?. J4 a sua
area de ocupacao, a efetivamente ocupada pela espécie, é reduzida para cerca de 3.307

km?.

3.1. Relagdes evolutivas

Os modelos evolutivos TN93 e HKY foram selecionados como sendo os mais
adequados para explicar o padrédo de variagdo nos genes cytb e 12S, respectivamente. Em
ambos o0s casos, a variagdo da taxa evolutiva entre sitios foi modelada através de
distribuicdo gama com uma propor¢éo de sitios fixada como invariantes (+G+l). Diferentes
estratégias de particdo dos dados foram testadas através do fator de Bayes (Tabela 2),
incluindo um modelo onde ambos os genes seguiram um mesmo modelo evolutivo. Nesse
caso, foi utilizado o modelo GTR+G+| para permitir um modelo mais complexo quando
nenhuma particdo foi efetuada. Essas andlises demonstraram um melhor ajuste dos dados
ao modelo que trata independentemente cada posi¢do de cédon do gene cyth, e essa opcéo
foi utilizada sempre que possivel.

As arvores finais de ML e BI diferiram em alguns aspectos. Na arvore de ML (Figura
1 Material Suplementar), o grupo interno com todos os haplétipos de H. uruguayensis possui
um suporte intermediario (Bootstrap = 70) e os haplétipos de Artigas aparecem como mais
externos, porém com baixo valor de suporte. Ja na arvore gerada por Bl (Figura 2) o grupo
interno apresenta valor maximo de suporte (Probabilidade posterior= 1.0) e os hapl6tipos de
Cerro do Tigre formam um clado mais externo (Probabilidade posterior= 0.99). A analise de
ML, apesar de utilizar um modelo complexo e a mesma particdo dos genes da analise
bayesiana, resultou em valores de suportes muito baixos, a excec¢do do né que une todos os

haplétipos da espécie, comprometendo a sua interpretacao.
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Para avaliar melhor os resultados divergentes apresentados nas duas andlises,
utilizamos o programa BEAST 1.6.2 para testar se havia uma diferenca significativa no
suporte entre essas topologias utilizando para o cytb, trés particdes independentes para
cada posicao de cédon conforme sugerido pelo fator de Bayes. Dessa forma, a topologia
obtida pela andlise bayesiana foi comparada aquela gerada assumindo que o grupo de
haplétipos de Artigas fosse o mais externo (como indicado pela &arvore de ML). A
comparacao entre essas hipoteses topologicas distintas indicou que a topologia bayesiana,
com CT como o grupo mais externo teve um logl0 do fator de Bayes cerca de dezesseis
vezes maior do que o da topologia originalmente obtida por ML (Tabela 2). A amplitude
dessa diferenca é substancial j& que um resultado maior que duas vezes ja € considerado
decisivo (Kass & Raftery, 1995). Assim, a topologia obtida na andlise bayesiana foi usada
como base para a interpretagéo da historia filogeografica desse grupo.

As linhagens mitocondriais de H. uruguayensis aparecem divididas em quatro clados
separados por mais de 1 milhdo de anos de divergéncia (Figura 2): (I) a populagdo CT de
Alegrete isolada; (II) populagbes uruguaias de RIV, PAY e SAL; (lll) FCB de Rosario do Sul
e FSF de Alegrete; (IV) um grupo com as populacdes mais centrais da distribuicdo (A1, A2,
BR293, CJ, CV e BR290) (abreviacdes listadas na Tabela 1). Em geral, os haplétipos de
cada localidade ficaram agrupados, as excec¢fes dos haplotipos da BR293 e de CV que se
misturam dentro do grupo das populacdes centrais (clado 1V). As populacdes uruguaias que
formam o clado Il e se localizam mais ao sul da distribuicdo da espécie aparecem como 0
segundo clado mais antigo enquanto que as populagbes centrais (clado IV) sdo as mais
recentes.

Segundo as estimativas do relégio molecular, a separacdo entre as espécies de
grupo externo H. fasciata e H. borelli teria ocorrido durante o Mioceno h& cerca de 14,18 Ma
(20,9 - 9,36 Ma), enquanto que a separacdo entre H. borelli e H. uruguayensis teria ocorrido
na transicao entre o Mioceno e o Plioceno, ha 7,29 Ma (10,64 - 4,73 Ma). A coalescéncia de

H. uruguayensis esta no limite do Pleistoceno, por volta de 2,5 Ma (3,62 — 1,58 Ma) (Figura
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3). A diversificacdo das linhagens dentro da espécie ocorreu continuamente durante o
Pleistoceno até cerca de 250.000 anos atras, sendo que as separac¢des mais expressivas se
deram dentro de um periodo de um milhdo de anos desde a coalescéncia da espécie.

A diversidade haplotipica da espécie em geral foi alta (Hd=0,97), mas apresenta
consideravel variacdo entre as suas populacdes (Tabela 1). As popula¢des mais centrais da
distribuicdo (CJ, BR293, CV e Al) seguidas de CT sdo as que apresentam os maiores
valores, ja as populagdes de SAL, FCB e A2 apresentam diversidade nula ou muito baixa. A
rede de haplétipos dos genes concatenados mostra que ndo existem coOpias génicas
compartilhadas entre as localidades, sendo 64% dos hapl6tipos representados por apenas
um individuo (Figura 4). Somente guando sdo considerados 0s genes separadamente,
aparece o compartilhamento de um haplétipo do gene 12S individuos das populactes
BR293 e CV, indicando uma maior proximidade filogenética entre haplétipos presentes
nessas populagdes. Observando a rede de haplétipos podemos distinguir as mesmas quatro
linhagens vistas na arvore filogenética, mas ela evidencia a grande distancia genética
existente entre os clados: o grupo das populacdes da regido central (clado 1V) é mais coeso;
enquanto que os haplétipos da populagdo CT (clado I) esta distante desse grupo em no
minimo 40 passos mutacionais; as popula¢cées FCB e FSF (clado 1) se diferenciando por no
minimo 18 mutacdes; e a linhagem com as popula¢des uruguaias SAL, RIV e PAY (clado Il)
se diferenciando por no minimo 20 passos de CT. A forte estruturacédo entre as localidades
amostradas também é verificada nos altos valores resultantes da andlise de ST (Tabela 3)
que variaram de 0.24 entre Cerros Verdes e BR293, até quase o valor maximo, 0.99 entre
as populacdes de SAL e CT. Os valores entre as populac¢des do clado IV (0,24 — 0,85) foram
menores quando comparados aos valores dentro do clado 1l (0,90 — 0,98), e entre clado | e
lll e os demais (0,80 — 0,98).

As distancias genéticas entre as populagfes da espécie e 0s grupos externos variam
de 16.1 a 17.4% para H. fasciata e de 10.6 a 11.5% para H. borelli (Tabela 3). A variacdo

dentro de H. uruguayensis é de 2.4% para os genes concatenados, 2.7% considerando s6 o
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cytb e 1.7% para o0 12S. Entre as populacdes de H. uruguayensis, as distancias véo de 0.6 a
5.4% enquanto que a nivel intrapopulacional vao de 0 a 0.7%. Considerando as principais
linhagens, a maior divergéncia se da entre o clado Il e | com 5%, seguido de 4% entre clado
| e clados Il + 1V, 3.3% entre clado Il e lll + IV, e 2.2% entre clados Ill e IV. Assim como nos
valores de ®ST, os valores encontrados entre as popula¢des do clado 1V (0,008 — 0,020)
foram menores que entre os outros clados: FCB+FSF e outros clados (0,021 — 0,042), CT e
outros (0,038 — 0,054), entre clado Il (0,020 — 0,029). Segundo o resultado do teste de
Mantel, a distancia geogréfica explica cerca de 40% da variacdo genética encontrada
(r2=0.394, p=0.0009), indicando que o isolamento por distancia tem um papel importante na
estrutura genética da espécie.

O BSP feito para a espécie em geral revelou estabilidade no tamanho populacional
ao longo da maior parte do tempo, com um leve sinal de expansao iniciado ha cerca de
200.000 anos culminando em um pico populacional por volta de 70.000 anos seguido de um
declinio até os dias atuais (Figura 5a). De fato, algumas populacdes centrais mostraram
sinais de expansao populacional em testes de neutralidade (BR290 e A2 para o D de Tajima
e CV para o Fs de Fu - Tabela 1). Assim, realizamos a mesma andlise considerando
separadamente as populagdes centrais (CV, BR290, CJ, BR293, Al e A2) e as restantes.
Os gréficos apresentaram dindmicas populacionais diferentes nos dois grupos que foram
mascaradas na analise da espécie como um todo ao serem ‘somadas’, mostrando uma
tendéncia geral. O grupo com as populagfes centrais passou por uma aparente maior
instabilidade demogréfica sofrendo uma expanséo iniciada ha cerca de 250.000 anos,
chegando ao pico populacional ha 40.000 anos seguido de um pequeno declinio até o
presente (Figura 5b). JA o grupo com as populacdes restantes mostra uma tendéncia de
estabilidade na maior parte do tempo sem nenhuma expanséo aparente e um declinio mais
brusco a partir de 60.000 anos atras (Figura 5c). Considerando os valores do BSP da
espécie como um todo, e um valor de geracdo minimo de 5 anos (estudo com H. darwini,

Piantoni et al., 2006), no seu pico populacional H. uruguayensis atingiu um N de cerca de
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520.000 fémeas. Apoés o declinio observado, sua populacdo aparentemente foi reduzida em
70%, resultando em N¢s de 157.000 fémeas.

Pelos resultados obtidos do programa LAMARC (Tabela 4), a populacdo de CV
apresenta o maior tamanho populacional efetivo de fémeas cerca de dez vezes maior do
que o de qualquer outra localidade. Em contraste, a populacdo de SAL possui um valor theta
muito pequeno, como esperado dado que essa localidade possui apenas um haplotipo.
Quanto ao crescimento, podemos afirmar apenas que CV apresentou um crescimento
significativo, pois foi a Unica populagdo na qual o limite inferior do intervalo de confianca foi

positivo.

3.2.  Morfologia

As variaveis CCab e LCab assim como CPes e LPes ndo foram correlacionadas,
portanto todas foram utilizadas nas andlises. Na andlise de dimorfismo sexual, seis das
dezesseis variaveis diferiram significativamente (CCab, LCab, LPes, CPes, C3pos e C4pos)
e portanto consideramos separadamente 0s sexos nas andlises posteriores. A distribuicdo
dos individuos se deu da seguinte forma entre as populacdes: Artigas 1 (3F, 5M), Artigas 2
(7F, 3M), BR 290 (4F, 6M), BR 293 (3F, 2M), Cerro do Jarau (6F, 3M), Cerro do Tigre (5F,
4M), Cerros Verdes (3F, 4M), Fazenda Casa Branca (5F, 5M), Paysandu (4F, 5M), Rivera
(2F, 1M) e Salto (2F, 2M). A localidade de Rivera ndo pode ser considerada na andlise de
machos devido ao tamanho amostral insuficiente.

Diferencas significativas na média de CRC entre as localidades somente foram
encontradas em machos de CT que foram maiores em comparagdo com CV e PAY. A
andlise discriminante realizada com as fémeas totalizou 8 passos (Wilks' Lambda: 0.0069;
F(s0173=2.5833, p<0.000) enquanto que nos machos foram 12 passos (Wilks' Lambda:
0.0018; F(108,143=1.8188, p<0.0004). As variaveis mais importantes para a discriminacdo das
fémeas das populacdes foram: CPes, CFoc, CAx-vir, LPes e CBr. Nos machos as variaveis

foram CCab, CFemur, CPes e C4pos. A analise classificou corretamente dentro de cada
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populacdo em média 82% tanto dos machos quanto das fémeas, sendo que as populacdes
de CJ, CT e ART2 obtiveram 100% de acerto em ambos 0S sexos.

Na MANOVA das fémeas, utilizando a comparacdo par a par de Hotelling e
admitindo o= 0.05, a populagéo de CT diferiu de SAL, BR290, ART2 e CJ; FCB diferiu de
BR290, CV e CJ; ART1 de BR290 e ART2; CJ de ART2 e BR293. Entre machos menos
populagbes diferiram significativamente: CT e BR290; BR290 de PAY e BR 293; SAL de
ART1; ART2 de PAY. Os graficos de CVA para fémeas e machos tiveram o eixo 1
explicando 45 e 52% da variacdo, e o0 eixo 2, 38 e 25%, respectivamente, separando no
grafico gerado algumas das localidades acima citadas (Figura 6). A andlise morfol6gica
realizada deve ser interpretada com cautela devido a pequena quantidade de individuos
analisados, porém, apresentando resultados significativos, reflete a existéncia de uma
tendéncia a diferenciacdo entre algumas populagbes, 0 que pode ser comparado aos

resultados moleculares.

4. Discussao

4.1. Estruturacdo filogeografica e historia demogréfica

As populagBes de H. uruguayensis apresentam uma forte estruturagdo em grupos
geograficamente distintos. Os valores de distancia genética entre algumas populagdes e
entre os clados da arvore filogenética foram altos e comparaveis a valores encontrados
entre espécies de lagartos, como por exemplo, da familia Lacertidae, que apresentam
distancias interespecificas que variam de 2,5 a 6,4% para o gene 12S (Ljubisavljevic et al.,
2007). Porém, devido a alta taxa de evolugdo do DNA mitocondrial relatada para varias
espécies de gecos em relacdo a outros lagartos e vertebrados (Austin et al., 2004, Harris et
al., 20044, Jesus et al., 2005), acreditamos que esse tipo de comparacao deva ser realizada
apenas dentro desse grupo a fim de evitar superestimar o nimero de possiveis espécies

cripticas. Ainda assim, mesmo considerando um género de gecos que também pertence a
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Phyllodactylidae, as distancias corrigidas (Kimura 2 parametros) entre subespécies e
espécies de Tarentola para os mesmos genes mitocondriais do presente estudo (3 a 9%;
Carranza et al.,, 2000) sdo semelhantes as encontradas dentro de H. uruguayensis. Esse
mesmo modelo evolutivo leva a distancias de até 6,5% entre os hapl6tipos de CT e os do
clado Il, e de 5% em relacdo aos outros clados. Esse alto grau de diferenciacdo genética
somada a distincdo morfolégica exibida por essa populagdo pode ser indicativa de um
processo de especiacdo em andamento na populacao de CT.

Considerando o alto nivel de divergéncia encontrado no DNA mitocondrial, é
surpreendente ndo encontramos nenhuma variagdo no fragmento do gene nuclear
sequenciado, porém outros estudos também relatam a falta, ou baixa variabilidade do DNA
nuclear em gecos (Harris, 2004b; Jesus et al., 2005, 2006; Blair et al., 2009). A preservacgao
do haplotipo nuclear pode estar ligada a migracdo preferencial dos machos, o que
homogeneizaria geneticamente as populacdes, ou pelo fato de ndo haver passado tempo
suficiente para a acumulacdo de polimorfismos. Um estudo populacional realizado na
localidade de Fazenda Casa Branca (FCB), Rosario do Sul, uma area de campos com
afloramentos que totaliza 4,13ha, constatou que os machos de H. uruguayensis possuem
uma aparente baixa mobilidade, apresentando area de vida média de 24mz2 e deslocamento
maximo observado de apenas 82m (Vieira, 2012). Por outro lado, a distancia minima entre
as populacbes amostradas nesse estudo é de 25km. Além disso, a homogeneizacdo
genética causada pela migracdo ndo implica necessariamente em um baixo polimorfismo
global, mas sim em um polimorfismo compartilhado entre populacdes. Esses fatores tornam
mais provavel a hipétese de que a taxa evolutiva para genes nucleares, pelo menos para
esse grupo de organismos, é baixa em relagdo ao tempo decorrido desde o isolamento das
linhagens de H. uruguayensis. Em consonancia com essa interpretacdo, um estudo com
espécies e subespécies de Hemidactylus, cuja coalescéncia foi estimada em torno de 17Ma
mostrou apenas uma ou duas mutacdes em um outro gene nuclear, RAG2 (Arnold et al.,

2008).
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Unindo os resultados genéticos encontrados com os dados ecoldgicos da espécie,
que apontam uma baixa mobilidade também para fémeas (deslocamento maximo de 190m)
(Vieira, 2012), e com as analises morfolégicas que apresentam diferencas significativas
entre varias populagfes, temos um cendrio bem suportado de isolamento entre os
afloramentos rochosos. Homonota uruguayensis é uma espécie que possui uma grande
especificidade quanto ao tipo de habitat, e aparentemente, ap0s encontrar um ambiente
favoravel para seu estabelecimento com abundancia de alimento e abrigo, eventos de
disperséo e migragdo parecem ser raros, causando o interrompimento do fluxo génico entre
as populacdes e as tornando cada vez mais isoladas com o passar dos anos.

Como as estimativas demograficas foram baseadas apenas nos genes mitocondriais,
as estimativas de parametros populacionais possuem intervalos de confianca amplos,
dificultando interpretagfes precisas. Entretanto, & claro que existem diferencas importantes
de tamanho populacional e de histéria demogréafica entre algumas populagdes. A populagcéo
CV, por exemplo, possui maior nimero efetivo de fémeas entre as populacdes analisadas e
evidéncias de crescimento populacional. No caso da populagéo de SAL, a falta de variagédo
genética nas suas sequéncias é um claro sinal de um tamanho populacional reduzido, mas
isso também impede uma correta precisdo do padrdo demogréafico dessa populagédo ja que,
a principio, uma populacao invariante pode ou estar no estagio final de um efeito de gargalo
de garrafa intenso ou na fase inicial de um crescimento populacional sem que tenha havido
tempo para o aparecimento de novos variantes. Dessa forma, as estimativas populacionais
para essa populacdo foram realizadas sob o pressuposto de uma populacdo de tamanho
constante. Observacbes de campo realizadas no presente trabalho corroboram as
estimativas de baixo tamanho populacional para essa localidade. Dados para outros
marcadores genéticos independentes serdo necessarios para diminuir o intervalo de

confianca dessas estimativas.
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4.2. Biogeografia e hip6teses de colonizacao

O periodo compreendido entre o final do Oligoceno e inicio do Mioceno foi uma
época de diversificacdo para varios grupos de animais sul-americanos, sendo vital no
desenvolvimento da diversidade biol6gica da América do Sul (ver exemplos em Gamble et
al., 2008a). A origem de Homonota parece coincidir com esse periodo, considerando a idade
minima estimada de 25 Ma para a separacao de H. fasciata e H. darwinii (Gamble et al.,
2010 que teria ocorrido possivelmente entre o norte da Argentina e a por¢cdo sudoeste da
faixa da diagonal de formagfes abertas que vai do nordeste do Brasil ao Chaco (Vanzolini,
1968). E provavel que os ancestrais do género tenham conseguido se adaptar bem as
temperaturas amenas e areas abertas dessa regido, que passava por um periodo de
expansao das gramineas desde o Oligoceno (Ortiz-Jaureguizar and Cladera 2006), e
tenham se expandido na regido Andino-Patagbnica. Entre o Mioceno Inferior e Médio, o
nivel do mar se elevou e invadiu a América do Sul ao norte na regido amazénica (Mar
Amazobnico) e ao sul, o chamado Mar Paranaense submergiu grande parte dos pampas
argentinos e uma parte da borda oeste do Uruguai e sul do Brasil, sendo limitado a oeste
pela cadeia andina e a leste pelo Escudo Brasileiro (Rasénen et al., 1995; Webb, 1995;
Marshall & Lundberg, 1996). Essa transgressdo marinha foi uma importante barreira
geografica para a fauna continental pampeana e andina (Acefiolaza, 2004). Durante o
Mioceno Superior-Plioceno Inferior houve a retragcdo do mar, dando lugar a planicies
extensas que cobriram a area do norte da Patagbnia até o Uruguai e o norte da Argentina,
com uma expansdo simultdnea das savanas herbaceas e das pastagens (Pascual et al.
1996; Ortiz-Jaureguizar & Cladera 2006; Posadas & Ortiz-Jaureguizar, 2010). Esses eventos
de transgressao e posterior expansdo dos campos certamente tiveram um papel importante
na dindmica do género, primeiramente isolando e extinguindo popula¢des ancestrais e
posteriormente, abrindo uma nova zona adaptativa e permitindo a invaséao e diversificacdo

de linhagens na regido (Crisp et al. 2009).
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A distribuicdo de Homonota uruguayensis é restrita a porcao sudoeste da regido
basaltica da Formacdo Serra Geral, que foi originada em um dos maiores eventos
vulcanicos da histéria geolégica, ocorrido durante o Cretaceo Inferior (entre 137 e 127 Ma)
(Lavina & Fauth, 2010). Os limites de ocorréncia da espécie parecem ser 0s principais rios
da bacia do Rio Uruguai (Figura 1), esse limitando a distribuicdo a oeste. Ao norte, 0 Rio
Ibicui, e ao sul, o Rio Negro, onde existe registro da espécie com localizagdo adjacente a
sua margem norte (Carreira et al., 2005) parecem funcionar também como limites da
distribuicdo dessa espécie. O Rio Ibicui figura como um possivel limitante norte ja que foram
realizadas buscas por populacdes na margem oposta a populagéo de CT, nos municipios de
Manoel Viana e Sao Francisco de Assis, onde existem afloramentos de basalto muito
semelhantes aos ocupados pela espécie ao sul, e ndo obteve-se sucesso em encontrar
individuos. Tendo em vista a facilidade de observagéo e coleta de individuos dessa espécie
em qualquer época do ano, a notavel auséncia de espécimes na margem norte do Rio Ibicui
nos leva a acreditar numa real barreira para a espécie. De fato, a presenca de grandes rios
pode afetar a distribuicdo e fluxo génico de espécies de baixa mobilidade (Pellegrino et al.,
2005; Torres-Pérez et al., 2007) e o Rio Ibicui, inclusive, ja foi apontado como uma barreira
geografica para Ctenomys torquatus, separando localidades que possuem diferentes
cariétipos (Fernandes et al., 2009). Por outro lado, rios de menor porte, como o Rio Quarai,
na fronteira entre o Brasil e o Uruguai podem néo ter sido barreiras efetivas, ja que ndo ha
sinais de isolamento entre as populagfes de H. uruguayensis de ambas as margens.

Segundo a reconstrucao filogenética da arvore Bayesiana, a populacédo de Cerro do
Tigre contém as linhagens mitocondriais que se diferenciaram h& mais tempo dentro da
espécie. Essa constatacdo parece bastante razoavel ja que ao analisarmos sob o ponto de
vista de um reldgio molecular, deve-se considerar que para ocorrer a grande quantidade de
mutag¢Bes acumuladas em CT deveria ser necessario um tempo de existéncia e isolamento
maior dessa populacédo em relacdo as outras. Por outro lado, a topologia da arvore de ML

sugere um enraizamento na populacdo de ART1. Nesse caso, 0 grande numero de
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mutacdes exclusivas das linhagens de CT seria explicada por uma aceleracdo da taxa de
mutacdo especialmente naquela populacdo. Essa segunda possibilidade parece menos
provavel, uma vez que eventos de aceleracdo intraespecifica na taxa evolutiva de genes
mitocondriais nunca foram reportados na literatura. Além disso, recentemente foi encontrada
uma populacdo de uma possivel nova espécie de Homonota isolada em cerros da provincia
argentina de Corrientes, muito proximos a fronteira com o Rio Grande do Sul (Etchepare et
al., 2011) e a 153 km da populacdo CT. Esses dados permitem inferir que uma hipétese
provavel para a origem de H. uruguayensis envolve o estabelecimento de uma populagéo no
sudoeste do Rio Grande do Sul apés a transposicao, por um ancestral, do rio Uruguai, que
ja estava presente e com 0 mesmo curso ao menos desde o Plioceno (Panario et al., 1999),
ou através de uma dispersao terrestre em algum periodo de baixa do nivel desse rio como,
por exemplo, durante a desconexao do Rio Uruguai com o Alto Parana durante o Mioceno,
por volta de 9.3 Ma (Montoya-Burgos, 2003), alteracdo que em algum nivel instabilizou o
regime fluvial da regido na época. Encontrando um habitat adequado para o seu
estabelecimento em afloramentos basalticos de areas abertas, a espécie teria iniciado uma
expansao norte-sul, aparentemente seguindo via a regido elevada da Coxilha de Haedo, que
penetra em territério Uruguaio e que, devido a erosdo, é separada em nUMerosos cerros
isolados ou dispostos em fileiras (Giraldéz et al., 2009). Uma expansao antiga na direcédo
Norte-Sul através da Coxilha de Haedo poderia explicar a posicdo dos haplétipos do clado I,
referentes as populagfes uruguaias PAY, RIV e SAL, como 0s mais externos a excecao do
clado I. Essa formacao pode ter apresentado alguma importancia na histéria evolutiva dos
organismos da regido, sendo inclusive citada como um centro de refugio para Turnera
sidoides durante as alteracfes climaticas do Quaternario (Speranza et al., 2007).

As populagdes cujos haplétipos compdem o clado IV parecem ter uma dindmica
diferente das outras populac¢des da espécie. A posicdo mais derivada desse grupo na arvore
filogenética associada a fatores como a maior ligagdo na rede de haplétipos, com

compartilhamento de cépia do gene 12S entre duas populagcdes, menores valores de
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distancia genética e de ®ST, e a tendéncia de expansdo populacional mostrada no BSP,
nos permite supor que essas populagdes seriam mais recentes e menos estruturadas entre
si. A partir disso, podemos recriar um cendrio histérico no qual durante a expansao norte-
sul da espécie, nem todas as popula¢cdes conseguiram se estabelecer a longo prazo entre
esses extremos, sendo essa regido central recolonizada posteriormente. Apés a fixacao
dessas populacbes um evento de expansdo demografica ocorreu nessa regido. As
populacBes-chave dessa recolonizacdo parecem ser a BR 293, que aparece nos dois
subgrupos do clado IV e talvez devido a sua localizacdo central tenha tido uma ligacédo
maior com diversas populacdes, e CV que possui um grande numero de individuos,
podendo ser uma regido-fonte para a expansao verificada.

Inimeros trabalhos citam as alterac6es climaticas do Pleistoceno como os eventos
principais na diferenciacdo de espécies (e.g. Avise et al., 1998; Hewitt, 2000; Shepard &
Burbrink, 2009; Miraldo et al., 2011; Nufiez et al., 2011). Apesar da estruturacdo entre as
populacdes de H. uruguayensis ter ocorrido durante o periodo Pleistocénico, nossos dados
ndo mostram evidéncias de que as mudancgas climéticas ocorridas nesse periodo tenham
tido influéncia direta nesse processo. Os afloramentos em que a espécie habita podem ter
inclusive fornecido uma certa estabilidade térmica devido aos microclimas que possuem na
sua estrutura complexa (fendas, pedras sobrepostas). A diferenciagdo encontrada dentro da
espécie parece ser devida a eventos raros de colonizagao e posterior isolamento, sem que 0
surgimento de novas barreiras geograficas ou mudancas climéaticas tenham tido uma
influéncia fundamental nesse processo.

Infelizmente, sdo poucos os estudos de filogeografia realizados para organismos da
Savana Uruguaia, o que dificulta a comparacédo dos padrdes filogeograficos sugeridos por
esses dados. Sem duvida estudos de filogeografia comparada da fauna e da flora do Pampa
seriam de grande importancia para um melhor entendimento de padrbes bio e

filogeograficos nessa regido.
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4.3. ImplicacgBes para a Conservacao

Apesar da consideravel divergéncia genética entre algumas populacdes de H.
uruguayensis, principalmente a de Cerro do Tigre, outras informacBes ecoldgicas e
genéticas devem ser analisadas para que possamos compreender melhor seu estado como
unidade evolutiva. Nado é adequado basear decisbes sobre a classificacdo especifica ou
subespecifica apenas a andalises de DNA mitocondrial (ver Patton & Smith 1994; Rubinoff et
al., 2006).

Ainda assim, existe uma estruturacao filogeogréafica consideravel para essa espécie,
e a relevancia para conservacao dessa estruturacdo cresce se levarmos em conta que 0 seu
isolamento histérico e atual (acentuado pela crescente fragmentacdo de habitat causada
pela acdo humana) provavelmente resultara em um destino evolutivo independente para
cada grupo (Eizirik, 1996). O grau de divergéncia entre os clados é suficiente para que
possamos classificar as populacdes de CT e as constituintes dos clados Il e Ill como
Unidades Evolutivamente Significativas, enquanto que as populacdes pertencentes ao clado
IV, que embora ndo estejam separadas de maneira tdo profunda em termos filogenéticos,
ndao compartiham nenhum haplétipo mitocondrial, poderiam ser classificadas como
Unidades de Manejo (Moritz, 1994).

Dentre todas as populacdes estudadas nesse trabalho, a de CV é a Unica que se
encontra, pelo menos em parte, protegida pela Area de Protecdo Ambiental do Rio
Ibirapuitd, que possui cerca de 313.800 ha (Couto, 2004). Como a protecdo de todos 0s
afloramentos € inviavel em termos préticos de legislacdo, a partir dos dados de variabilidade
genética e distin¢ao filogenética sugerimos que as populacdes CT, FCB, CV, ART1 e PAY
sejam consideradas prioritarias para conservacdo. Em termos gerais, essas localidades sé&o
as que possuem maiores areas de afloramento, o que parece estar bem relacionado com o
tamanho da populacdo e maior diversidade. Além disso, essas populagdes compreendem
todos os principais clados mitocondriais observados. Finalmente, sugerimos que H.

uruguayensis sofra uma reavaliagcdo do seu status de conservacao ja que, devido a sua
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distribuicdo restrita e descontinua, reduzindo-se a manchas de afloramentos existentes na
regido, e também ao isolamento das suas popula¢cfes, sem fluxo génico aparente, a espécie

mereca uma atencdo especial ha questao conservacionista.
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Tabelas

Tabela 1. Localidades amostradas, suas abreviagfes utilizadas no texto e coordenadas geograficas. BR=Brasil,
UY=Uruguai; N=numero de individuos de Homonota uruguayensis amostrados; S=numero de sitios polimérficos;
h=nUmero de haplétipos; diversidades haplotipicas (Hd) e nucleotidicas (n); testes de neutralidade D de Tajima (D) e

Fs de Fu (Fs); *valores significativos (p<0.05).

Populagio Latitude (S)  Longitude (W) N S h Hd n D* Fs*

BR - Fazenda Casa Branca (FCB) -30.2275 -55.1269 10 4 2 0.20 +/- 0.15 0.0007 +/- 0.0008 -1.66706 1.74414
BR - Fazenda S&o Francisco (FSF) -29.9783 -55.4164 2 3 2 1.00 +/-050 0.0027 +/-0.0031 0 1.09861
BR - Cerro do Tigre (CT) -29.6603 -55.3781 10 7 5 0.71+-0.12 0.0015 +/- 0.0011 -1.38265 0.1949
BR - Alegrete BR290 (BR290) -29.8458 -55.9208 10 4 3 0.51 +/- 0.16 0.0009 +/- 0.0007 -1.56222 0.3901
BR - Livramento BR293 (BR293) -30.6081 -55.9536 11 16 6 0.87 +/- 0.07 0.0065 +/- 0.0037 1.23295 1.62789
BR - Cerros Verdes (CV) -30.7322 -55.5118 10 19 10 1.00 +/- 0.04 0.0051 +/- 0.0030 -0.70044  -5.48774
BR - Cerro do Jarau (CJ) -30.1947 -56.4883 10 7 4 078+~ 0.09  0.0033 +/- 0.0021 1.88873 2.00905
UY - Artigas 1 (A1) -30.5919 -56.4119 9 14 7 0.92 +/-0.09 0.0057 +/- 0.0034 1.10629 -0.77085
UY - Artigas 2 (A2) -30.6625 -56.6764 8 7 2 025+/-0.18 0.0016 +/- 0.0012 -1.63982 3.20195
UY - Rivera (RIV) -31.0943 -55.9650 ] 11 3 080 +-0.21 0.0039 +/- 0.0026 -0.88622 2.58417
UY - Paysandu (PAY) -31.9043 -56.6539 10 3 5 0.64+-0.15  0.0010 +/- 0.0008 0.09648  -0.89898
UY - Salto (SAL) -31.3046 -57.2384 10 0 1 0 0.00000 - -

Todas populagdes - - 106 149 50 0.97 +/- 0.01 0.0262 +/- 0.0128 0.02409 -1.0135




Tabela 2. Fatores de Bayes (log10) calculados para as diferentes estratégias de particdo

dos genes na andlise Bayesiana e para as diferentes topologias de méaxima verossimilhanca

(ML) e inferéncia Bayesiana (IB), em sequéncias de Homonota uruguayensis.

log10 do Fator de Bayes

Modelo de Parti¢do InLikelihood Desvio Padrdo 1 2 3 4
1 GTR para os dois genes -3856.572 +/-0,09 - -1.546 -62.75 -72.742
2 12S HKY+1+G e cit b TN93+1+G -3853.013 +/-0,096 1.546 - -61.204 -71.197
3 125 HKY+I+G e cit b TN93+1+G + 2 posices -3712.085 +/-0,098 62.75 61.2 - -9.993
4 125 HKY+1+G e cit b TN93+I+G + 3 posicdes -3689.076 +/- 0,088 7274 71.2 9.993 -

Modelo de Topologia

1 Cerro do Tigre basal (IB) -3689.076 +/- 0,087 - 15.7 - -
2 Artigas basal (ML) -3725.215 +/-0,102 -15.7 - - -

Tabela 3. Valores de divergéncia intrapopulacional (diagonal em negrito), distancias ndo corrigidas entre as
populacdes de e também grupos externos (abaixo da diagonal) e valores de ST (acima da diagonal).
1 2 3 4 5 5] 7 8 9 10 11 12 13
1 Cerro Jarau 0.003 0.480 0.873 0.849 0.939 0.688 0.581 0.781 0.869 0925 0.934 - -
2 Livram BR293 0.008 0.007 0.798 0.513 0.897 0.243 0.528 0.692 0.799 0874 0.911 - -
3 Rosario 0.021 0.022 0.005 0.936 0.957 0.841 0.837 0.924 0.917 0953 0.972 - -
4 Alegrete BR290 0.013 0.009 0.025 0.002 0971 0.514 0.796 0.934 0.937 0969 0.990 - -
5 Cerro do Tigre 0.038 0.039 0.042 0.042 0.003 0.920 0.905 0.951 0.945 0.970 0.986 - -
6 Cerros Verdes 0.013 0.008 0.023 0.006 0.040 0.004 0.667 0.800 0.347 0909 0.938 - -
7 Artigas1 0.010 0.012 0.026 0.017 0.040 0.017 0.006 0.438 0.833 0898 0.926 - -
B Artigas2 0.013 0.014 0.027 0.020 0.040 0.019 0.009 0.006 0.921 0961 0.983 - -
9 Rivera 0.026 0.027 0.033 0.031 0.044 0.030 0.032 0.034 0.006 0889 0.947 - -
10 Paysandu 0.029 0.030 0.035 0.034 0.047 0.033 0.035 0.038 0.020 0.002 0.978 - -
11 salto 0.035 0.037 0.039 0.042 0.054 0.040 0.041 0.042 0.027 0.029 - - -
12 H. fasciata 0.164 0.166 0.168 0.169 0.174 0.167 0.1e2 0.161 0.173 0.169 0171 - -
13 H. borelli 0.106 0.109 0.113 0.109 0.115 0.111 0.108 0.107 0.112 0.113 0.120 0.170 -
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Tabela 4. Valores de theta e de crescimento com seus respectivos intervalos de

confianca (1C95%), e o numero efetivo médio de cada populacdo de Homonota

uruguayensis calculados no programa LAMARC.

Populagao Theta IC 95% Nef médio Crescimento IC 95%

Artl 0.007264 0.0022-0.0312 126.000 141.6904 -471.736 - 8954223
Art2 0.001114 0.000222 - 0.005605 19.800 -402.7511 -2911.84 - 1333.212

BR250 0.000662  9.34e-005 - 0.005545 11.500 -557 4656 -5000.00 - 10000.0
CJ 0.001629  (0.000392 - 0.006762 28.300 -179.8209 -2090.81 - 1547 737
BR293 0.004487 0.001510 - 0.015172 78.100 7.98721 -585.93 - 675.7446
cT 0.002065 0.000486 - 0.408065 36.000 6.03956 -1814 .50 - 3535.233
cv 0.035709 0.006575 - 0.643975 523.000 1365.87 208.91 - 7599.703
SAL 0.00000012 3.02e-008 - 3.77e-007 19 7060882  <=-5000.00 -7089.882
PAY 0.00223 0.000393 - 0.310976 38.800 575.4661 -2460.77 - 2351336
FCB 0.004351 0.001125-0.074782 75.700 371.4769 -385.42 - 4618.553
RIV 0.005011 0.001029 - 0.055998 87.100 166.0496 -1042.10 - 1916.088
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Figura 1. Mapa mostrando as localidades no Brasil (estado do Rio Grande do Sul) e no Uruguai
(a direita) onde foram coletadas amostras de Homonota uruguayensis. Na figura a esquerda,
aproximacao da area de ocorréncia detalhando os nomes das localidades, os principais rios da
regido, e os agrupamentos inferidos pela arvore bayesiana (linha pontilhada). Ponto NS=
localizac&o da provavel nova espécie de Homonota. Area de maior altitude na regido amostrada

da figura a esquerda corresponde a formacao Coxilha de Haedo.
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Figura 2. Arvore de inferéncia Bayesiana gerada no programa BEAST 1.6.2 a partir de

sequéncias de Homonota uruguayensis e grupos externos. Os ramos foram coloridos

segundo as cores das localidades (ver Figura 1). Valores de probabilidade posterior

adjacentes aos nos.
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Figura 3. Datagdo das divergéncias entre as linhagens de Homonota uruguayensis resultante

da andlise de Bayesian Skyline Plot. Os principais n6s que separam 0S grandes grupos

apresentam os valores médios e do intervalo de confianca. Barras azuis representam a

extensdo dos intervalos de confiangca. Escala com valores em milhdes de anos (Ma).
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Figura 4. Rede de haplétipos dos genes concatenados (cytb e 12S) de Homonota
uruguayensis. Cores das esferas representando cada localidade de acordo com a
Figura 1. Tamanhos das esferas e ramos proporcionais ao nimero de individuos de
cada haplétipo e numero de mutacdes, respectivamente. Pontos em preto

representando os vetores médios.
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Figura 5. Bayesian Skyline Plot mostrando a variagdo do tamanho populacional de
Homonota uruguayensis (N X tempo de geragéo) pelo tempo para (a) espécie; (b) CT,
clado Il e Ill; (c) populagbes centrais (clado 1V). Linha central escura representando a
mediana, e em tons de azul os intervalos de confianga. Figuras b e ¢ possuem a mesma

escala Y.
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Figura 6. Graficos de disperséo gerados pela Analise de Variancia Canonica (CVA) para fémeas (a esquerda) e machos (a direita) de
Homonota uruguayensis, os dois eixos correspondem a 82,3% e 76,6% da variacdo, respectivamente. As cores seguem o padréo de
coloracéo das localidades (Figura 1 e 4).
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Material Suplementar

Tabela 1. Médias e desvios padrées das variaveis morfométricas de Homonota uruguayensis para cada localidade.
AbreviagOes descritas no texto. Valores dados em milimetros, separados por sexo, e numero de individuos indicados

entre parénteses.

ART1 ART2 BR290 BR293 cJ
M (N=5) F (N=3) M (N=3) F (N=7) M (N=6) F (N=4) M (N=2) F (N=3) M (N=3) F (N=6)
CRC 40,75+221 4014+156  4158:263 3940£293 4140147 4049+152 3994+203 4079138  4293:150 40292184
cCab 11,54+0,50 1098£0,17  1231£107 11,12£053 1168£101 1141048 12842044 1148£070  11,98:073 11,211 0,40
LCab 787£025 7,77£0,12 803+041 7,64£057 826034 7,85£0,50 795£042 7,730,10 8441032 7,8910,32
CPes 204067 235£0.25 231+012 243:060 279:080 361041 206+082 238:078 391+074 4,05%0,48
LPes 682+055 7,65%0,67 720+067 717%076 688+0,63 7.73%045 70£023 782071 725£0,08 7.21+046
CFoc 368+017  37020,1 365017 343029 375+017 357£0,13 3.66+020 3,67+0,23 395+0,08 3,68+0,08
LCau 453+0,38 4,49 +0,16 411+0,40 4,20+0,49 454 +043 4,64 0,68 438+0,19 4,47 0,20 477+027 4314028

CAx-vir 17,34 £ 0,77 18,25+ 0,90 18,56 £ 2,08 17,61+175 17,03+0,77 16,51 +1,41 17,31 +121 18,06 + 0,61 18,25+097 17,78 0,85

CBr 3040868 3,62+£0,20 3,35+0,32 2,86+0,20 325+044 324+058 282+027 271+0,08 338+£0,02 303043
CAnt-br 415+0,19 4,08 +0,39 420+£029 3,79+£0,16 411+037 418+0,41 393+£020 398+0.21 4,36 £ 0,11 4,25+ 0,27
CTibia 4,14 £0,33 404051 425+0,30 381£043 4,0+£0,30 405+0,19 4,04+020 4,15£033 448+065 441+053
CFemur 5392027 559+£0,10 557045 5361058 515+033 5002005 541+£1,02 510£0,38 553+£0,38 5,05£0,50
C3ant 350032 325£0,17 3,35£033 3191032 344023 3322015 317001 3321023 36701 3,563+0,23
C3pos 420041 4,16 +£0,37 446£012 38604 433021 425x0,15 416039 4111034 469+£0,04 422+022
Cdant 3592040 343£020 347043 3,15%0.28 360022 3401019 3,34+£050 3431003 3,76+£0,34  358+004

Cdpos 4,79+0,52 4,57 +£0,36 477005 424051 483+029 4681028 467013 489+£056 5,27+£0,07 473+0,56
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Tabela 1. Continuacéo.

CcT cv FCB PAY RIV SAL
M (N=4) F (N=5) M (N=4) F (N=3) M (N=5) F (N=5) M (N=5) F (N=4) M(N=1)  F(N=2) M (N=2) F (N=2)

4403 +1585 4123 +420 3897 +0,18 4095+091 4235+217 40560+217 3934 +125 40,06 +1,91 4043 39.1+£259 4095 +232 42171409
12,82+0,79 12,02+082  11,04+0,18 1199+091  1233+086 1162+045  11,12+064 11,22 +0,86 10,97 1047+124  1154+032 1126+0,18
8494038 82814074 757+016 7844010 8574063 8,03+037 7694055 7544039 771 7.68£092 849:028 849:095
328+050 372+0,71 268+071 202%058 2224033 285+032 2444029 2534044 256  238+0,16 250+017 336+0,71
6,96+075 7,04%1,31 506070 696%0,92 7.60+060 7.90+057 660+092 7,16+ 0,87 628  7.22+1,02 7282051 823+1.21
452+017 428+ 044 349+010 388+018 402 +0,26 385+0,18 373+024 358+012 3,55 365+043 359+004 388+04
500+027 431+028  440%040 4,47 £0,07 477+039 448+032 4324037 432+0,35 463  4,23+0,69 4634016 505+ 0,68
1841087 16954252  1719+105 1726+062  1832+125 1756+1,53  1673+135 1808+134 18,15 17,69£128  17,30:102 17,54 +2,69
351+058 3724066 311£026 3,19+040 294+043 363+033 286+043 286+033 3722 338+0,10 287+059 331+1,14
485+025 453+055  406:008 4,12£008 414£022 424042 377+022 378%0,15 384 408005 437+017 441:034
5434047 4,93+047 387£040 4024029 408+027 436017 3944034 3,954+ 040 443 3934046 450013 4,64+0,71
664+038 575+0,71 507035 548+%0,36 531+047  545+042 560+051 520+037 551 5214042 586015 545+098
3754038 3,66+0,22 344051 349:024 331+044 3494037 3414006 322+026 3,0 3,32 + 0,11 378002 3,66+047
49+0,35 472+049 439+049 4 37 +0,05 432 +0,30 40+027 407 +0.26 403+0,19 4.05 416 £ 0,14 495 %0,05 4,53 0,33
403+025 3,89+024 350053 3591037 332+£049 356+024 343+0,11  3,39+0,39 302 334005 378:036 373+040
521+048 4,89+053  456+046 4,85%0,36 4834023 464+036 4484033 4414024 493 4234067 511008 496+0,20
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Figura 1. Arvore de méaxima-verossimilhanca gerada no programa RAXML 7.0.3. a
partir de sequéncias de Homonota uruguayensis. Valores de suporte abaixo de 70
foram omitidos.
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Anexo 1. Modelagem de distribuicdo geografica de Homonota

uruguayensis

Justificativa

A modelagem foi realizada inicialmente a fim de compreendermos melhor como
se da a distribuicao atual de Homonota uruguayensis e onde se localizam areas com
potencial de ocorréncia. A partir disso, verificamos a eficiéncia das nossas coletas em
abranger o maximo possivel da extensdo da area de ocorréncia da espécie, e também

em procurar populacdes em areas potenciais indicadas pela analise.

Material e Métodos

A base de dados foi composta por coordenadas geogréaficas das localidades de
coleta do presente trabalho. Optamos por ndo aumentar o nimero de localidades
incluindo pontos citados na literatura a fim de evitar possiveis erros de registro.

Para gerar o modelo foram utilizadas 19 variaveis bioclimaticas derivadas de
médias mensais de temperatura e precipitacdo entre 1950-2000, e uma variavel de
altitude. As variaveis ambientais utilizadas foram retiradas do projeto Worldclim
(www.worldclim.org) com uma resolucédo de 30 Arc segundos (cerca de 0,86 km2 por
pixel). As camadas utilizadas foram: BIO01, Temperatura Média Anual; BIO02, Média
Diurna Mensal (temp. max - temp. min); BIO03, Isotermalidade; BIO04, Temperatura
Sazonal; BIO05, Temperatura Maxima do Més mais Quente; BIO06, Temperatura
Minima do Més mais Frio; BIO07, Variacdo Anual de Temperatura; BIO08, Média de
Temperatura do Trimestre mais Umido; BIO09, Média de Temperatura do Trimestre
mais seco; BIO10, Média da Temperatura do Més mais Quente; BIO11; Média da
Temperatura do Més mais Frio; BIO12, Precipitacdo Anual; BIO13, Precipitacdo do
Més mais Umido; BIO14, Precipitacdo do Mé&s mais Seco; BIO15, Precipitacéo
Sazonal (Coeficiente de Variacdo); BIO16, Precipitacdo do Trimestre mais Umido;
BIO17, Precipitagdo do Trimestre mais Seco; BIO18, Precipitagdo do Trimestre mais
Quente; BIO19, Precipitacdo do Trimestre mais Frio; ALT, Altitude (elevacdo Acima do

70



Nivel do Mar, em metros). Todas as varidveis foram processadas no software IDRISI-
Andes (www.clarklabs.org) e dimensionadas de acordo com as areas de interesse.

Os modelos foram gerados empregando-se o software MAXENT verséo 3.3.3a
(Phillips et al., 2006), que utiliza um algoritmo baseado no conceito de maxima
entropia. Adotamos como medida indicadora da qualidade do modelo o valor de AUC
(4rea abaixo da curva), sendo 0,5 considerado um modelo aleatério, e de 0,9 a 1 um
modelo 6timo.

A partir do mapa resultante, plotamos sobre ele as coordenadas geogréficas
das localidades onde as saidas a campo realizadas nao tiveram sucesso em encontrar

H. uruguayensis para verificar se amostramos areas de ocorréncia potencial.

Resultados e discusséo

O modelo gerado resultou em um valor considerado 6timo (AUC= 0,993). As
cinco variaveis mais importantes para o modelo foram Temperatura Sazonal (BIO4),
Precipitacdo Sazonal (BIO15), altitude, Precipitacdo do Mé&s mais Seco (BIO14) e
Precipitacdo do Trimestre mais Quente (BIO18).

A distribuicdo de Homonota uruguayensis mostrou-se muito associada a
elevagdo correspondente & Coxilha de Haedo (porcdo em tons avermelhados na
Figura 1). Conseguimos verificar que amostramos, sem sucesso de registro da
espécie, regibes ao norte do lbicui (representadas por duas localidades) onde ha
probabilidade de ocorréncia. Tendo em vista que a espécie é facilmente observada e
capturada onde ocorre, em qualquer época do ano, a hip6tese do Rio Ibicui atuando
como barreira de distribuicdo da espécie é reforcada.

Também como contribuicdo para o conhecimento da distribuicdo da espécie,
sugerimos que o registro da literatura no Departamento de Cerro Largo seja
considerado um erro ja que uma extensa busca foi realizada na regido sem sucesso. E
importante frisar que nessa regiéo os afloramentos rochosos ndo sédo semelhantes aos
normalmente habitados pela espécie, sendo compostos por rochas graniticas, o que

torna ainda mais esse registro suscetivel a ser um erro.
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Figura 1. Modelo de distribuicdo geografica de Homonota uruguayensis (AUC= 0,993).
As cores da legenda refletem a probabilidade de ocorréncia da espécie. Circulos
brancos representam localidades amostradas no presente estudo, quadrados
vermelhos locais onde néo foi registrada a espécie, e quadrado amarelo corresponde
ao ponto da literatura onde ndo houve a confirmacao da espécie. Linha pontilhada azul

marca a localizagc&o do Rio Ibicui.
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Conclusdes gerais
As populacbes de Homonota uruguayensis apresentam uma forte estruturacédo

em grupos geograficamente distintos

O padrdo encontrado sugere uma interrup¢cdo no fluxo génico entre as
populagbes ocorrida a longo prazo, e assim, cada localidade seguiu evoluindo

independentemente em isolamento geografico.

A alta especificidade de habitat e a limitada dispersdo que a espécie apresenta
aliada a distancia entre as localidades sdo os fatores que mais contribuem para o

isolamento dos afloramentos.

A estruturacdo encontrada entre as populagcbes de H. uruguayensis é

corroborada pelas analises genéticas, morfoldgicas e pelos dados ecoldgicos.

Devido as caracteristicas debatidas nesse trabalho, consideramos que a

espécie deva ter seu status de conservacgao reavaliado.

Esse estudo contribui com o conhecimento da historia evolutiva na Savana

Uruguaia e abre uma perspectiva para mais estudos na regiéo.

73



Normas de formatacdo Molecular Phylogenetics and Evolution

GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Molecular Phylogenetics and Evolution is dedicated to bringing Darwin's dream within grasp — to
"have fairly true genealogical trees of each great kingdom of Nature." The journal provides a
forum for molecular studies that advance our understanding of phylogeny and evolution, further
the development of phylogenetically more accurate taxonomic classifications, and ultimately
bring a unified classification for all the ramifying lines of life. Phylogeographic studies will be
considered for publication if they offer EXCEPTIONAL theoretical or empirical advances.

The journal encourages articles that are multidisciplinary, especially in areas, such as
bioinformatics, computational biology, molecular biology, and organismic biology, that are of
interest to the community of systematic and evolutionary biologists. In addition, presentations of
new findings on or insights into evolutionary processes and mechanisms as expressed at the
molecular level are welcome, as are those that deal with the methodology of reconstructing
evolutionary history from molecular data (such as descriptions of new or more powerful
computer algorithms for constructing phylogenetic trees from orthologous nucleotide or
aminoacid sequences). A deeper understanding of the mechanisms and processes of molecular
evolution should lead to more accurate models of molecular evolution, which in turn should
facilitate the development of better algorithms for reconstructing evolutionary history from
sequence data.

Papers based on few taxa, single molecular markers, or that use codon-based methods to test
for positive Darwinian selection, but in the absence of experimental evidence that allegedly
selected amino acid changes cause an adaptive phenotypic effect, will not be accepted.

In addition to regular articles, Review papers are also accepted. Review papers do not
necessarily contain new data; rather, they are a status report of a specific field within molecular
phylogenetics. There are no page limits to regular articles or Review papers.

Authors should relate molecular phylogeny to a broader audience by linking taxonomic
group/names to common names so papers will have more general appeal.

Short communications of approximately 3000 words are also accepted. These papers should
contain no more than two figures, two tables, and thirty references. A short abstract of fewer
than 200 words is acceptable.

Letters to the editor should consist of about 1000 words and contain no tables, no figures, and
no new data. Manuscripts should be prepared according to the following style rules. Deviation
from these rules causes publication delays.

Page charges

This journal has no page charges.

BEFORE YOU BEGIN
Submission declaration
Submission of an article implies that the work described has not been published previously

(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis), that it is

74



not under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors
and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if
accepted, it will not be published elsewhere including electronically in the same form, in English
or in any other language, without the written consent of the copyright-holder.

Language and language services

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture
of these). Authors who require information about language editing and copyediting services pre-
and post-submission please visit http://webshop.elsevier.com/languageservices or our customer
support site at http://support.elsevier.com for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts source files to a single
PDF file of the article, which is used in the peer-review process. Please note that even though
manuscript source files are converted to PDF files at submission for the review process, these
source files are needed for further processing after acceptance. All correspondence, including
notification of the Editor's decision and requests for revision, takes place by e-mail removing the
need for a paper trail.

Additional information

Preparation of supplementary material

Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications,
movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets, sound clips, and
more. Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of
the article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. To
ensure that submitted material is directly usable, please provide data in one of our
recommended file formats. Submit the material in electronic format together with the article and
supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions, please

visit our artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

PREPARATION

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar
to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables and text
graphics will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the section
on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-

check' and 'grammar-check' functions of your wordprocessor.

75



Article structure
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Database linking and Accession numbers
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rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not
duplicate results described elsewhere in the article.

References

79



Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
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publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
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pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal abbreviations:

http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;
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List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;

CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, highresolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order
to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the data in one of our
recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format together with
the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed
instructions please visit our artwork instruction pages at

http://lwww.elsevier.com/artworkinstructions.
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