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RESUMO 

 

 

A análise filogenética é empregada para inferir a história evolutiva das espécies, 

sugerindo possíveis eventos que afetaram sua diversificação. Liolaemus 

arambarensis, descrito recentemente, é um lagarto pequeno endêmico das restingas 

da margem oeste da Laguna dos Patos, no estado do Rio Grande do Sul. Nesse 

estudo, foi utilizado um conjunto de dados de quatro locos genéticos independentes 

(dois genes mitocondriais (mtDNA) analisados em conjunto, e três locos 

autossômicos independentes) foi usado para inferir a relação filogenética entre essa 

e outras espécies proximamente relacionadas pertencentes ao subgrupo 

“wiegmannii”: L. lutzae, L. occipitalis, L. salinicola, L. scapularis, L. multimaculatus e 

L. wiegmannii. Uma árvore de gene foi estimada para cada marcador independente 

através das abordagens Bayesiana e de máxima verossimilhança, enquanto a 

árvore de espécies foi feita usando dados concatenados ou baseada em uma 

abordagem Bayesiana de coalescência, permitindo lidar explicitamente com as 

discrepâncias entre as árvores de gene. Para calibrar o relógio molecular foi utilizada 

uma taxa de substituição para o gene CytB descrita na literatura e definido um prior 

na raiz da árvore usando resultados da literatura tendo L. darwinii como grupo 

externo. As análises realizadas neste estudo suportam a relação irmã entre L. 

arambarensise L. lutzae, obtida para ambas árvoresde espécie (coalescente e 

concatenada). Embora a filogenia do mtDNA sugira o clado (L. occipitalis, L. 

arambarensis) com baixo suporte, esse agrupamento alternativo não é suportado 

por nenhuma árvore de gene nuclear nem pelas árvores de espécie nucleares. Uma 

hipótese alternativa para a contradição encontrada, poderia ser um antiga 

introgressão do mtDNA entre L. arambarensis e L. occipitalis. Em relação à estrutura 

filogenética apresentada por L. wiegmannii, os dados sustentam uma divergência 

entre duas linhagens filogenéticas separadas pelo rio da Prata: L. wiegmannii-ARG e 

L. wiegmannii-UY. No que se refere as estimativas dos tempos de divergência, as 

linhagens que acabaram originando L. arambarensis e L. lutzae, surgiram durante o 

Plioceno, e esse fato podem estar relacionados à fragmentação de sua zona de 

ocorrência ancestral devido a elevação das montanhas costeiras brasileiras. De 

mesma forma, a linhagem que deu origem a L. occipitalis surgiu durante o Plioceno, 



 
 

 
 

sendo muito mais antiga do que a Planície Costeira do Rio Grande do Sul, indicando 

que a espécie só colonizou a região quando essa tornou-se disponível. Para L. 

wiegmannii, os subclados uruguaio e argentino hoje separados pelo Rio da Prata, 

podem estar relacionados à barreira geológica marinha relacionada à formação 

Puerto Olivos. Esse estudo mostra que a filogenia molecular do grupo “wiegmannii”, 

em geral, e de L. arambarensis em particular, pode fornecer indicações relevantes 

do s processos históricos que ajudaram a moldar a grande diversidade de espécies 

desse gênero de lagartos. 

PALAVRAS-CHAVE: Árvore de espécies. Árvore de gene. Lagarto de areia. 

Coalescência. Concatenação.Relógio molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

 

Phylogenetic analysis has been used to infer the evolutionary history of the species, 

suggesting possible events that affected their diversification. Liolaemus 

arambarensis, recently described, is a small lizard endemic to the marshes of the 

western edge of the Patos Lagoon, in the state of Rio Grande do Sul. In this study, a 

data set of four independent genetic loci (two mitochondrial genes (mtDNA) which 

were analyzed together, and three independent autosomalloci) was used to infer the 

phylogenetic relationship between this and other closely related species belonging to 

the subgroup "wiegmannii": L. lutzae, L. occipitalis, L. salinicola, L. scapularis, L. 

multimaculatus and L. wiegmannii. A gene tree was estimated for each independent 

marker through Bayesian and maximum likelihood approaches, while the species 

tree was inferredusing concatenated data or based on a coalescence approach 

which deals explicitly with the discrepancies between gene trees. To calibrate the 

molecular clock rate we used a substitution rate for the gene CytB described in the 

literature, and a prior was defined on the root of the tree using resuts from the 

literature and L. darwinii as an outgroup. The analyses performed in this study 

support the sister relationship between L. arambarensis and L. lutzae, which was 

obtained for both species trees (concatenated and coalescent). Although the mtDNA 

phylogeny suggested the clade (L. occipitalis, L. arambarensis) with low support, this 

alternative grouping was not supported by any nuclear gene trees or nuclear species 

trees. An alternative hypothesis for this contradiction could involve an ancient mtDNA 

introgression between L. arambarensis and L. occipitalis. Regarding the phylogenetic 

presented by L. wiegmannii, the data support the divergence between two lineages 

separated by the La Plata river: L. wiegmannii-ARG and L. wiegmannii-UY. 

Regarding the estimates of divergence times, the lineages originating L. 

arambarensis and L. lutzae emerged during the Pliocene, and this fact may be 

related to the fragmentation of its ancestral range caused by the uplift of the Brazilian 

coastal mountains. Likewise, the lineage originating L. occipitalis originated in the 

Pliocene, being much older than the Coastal Plain of Rio Grande do Sul, indicating 

that the species colonized this region only when it became available. For L. 

wiegmannii, the Argentine and Uruguayan subclades are nowadays separated by the 



 
 

 
 

La Plata river, which may be related to the Puerto Olivos formation. This study shows 

that the molecular phylogeny of the “wiegmannii” group in general, andof L. 

arambarensis in particular may reveal important information about the historical 

processes which contributed to the high species diversity of the lizard genus. 

KEY WORDS: Species tree. Gene tree. Sand lizard. Coalescence. Concatenation. 

Molecular clock. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A análise filogenética é empregada para inferir a história evolutiva das 

espécies. Principalmente quando aliada a métodos de datação, essa análise pode 

sugerir possíveis eventos que afetaram o surgimento e a diversificação das 

espécies. Liolaemus arambarensis é um lagarto pequeno descrito recentemente, 

endêmico das restingas da margem oeste da Laguna dos Patos, no estado do Rio 

Grande do Sul. No Brasil, outras espécies do gênero ocupam as praias da costa 

Atlântica, mas a relação evolutiva entre elas é desconhecida. Enquanto Liolaemus 

occipitalis ocorre no Sul do Brasil e no Uruguai, próximo à área de ocorrência de L. 

arambarensis, L. lutzae é uma espécie restrita ao estado do Rio de Janeiro, distante 

mais de 1.000 km das outras espécies do gênero. Nesse estudo, foi utilizado um 

conjunto de dados de múltiplos marcadores de sequência de DNA com o objetivo 

geral de inferir a relação filogenética de L. arambarensis em relação outras espécies 

proximamente relacionadas pertencentes ao grupo boulengeri, e mais 

especificamente, ao subgrupo “wiegmannii”, inferindo os tempos de divergência 

entre as espécies que poderão ser interpretados em um contexto geológico. Os 

objetivos específicos foram: 1) estimar a árvore de gene para cada marcador 

amplificado e comparar os resultados; 2) estimar a árvore de espécies a partir de 

dados concatenados; 3) estimar a árvore de espécies sem concatenação através de 

métodos que levem em conta explicitamente o processo de coalescência de 

linhagens genéticas; e, finalmente, 4) comparar as árvores de espécies estimadas a 

partir dos diferentes métodos utilizados. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

A reconstrução filogenética utilizando dados moleculares é empregada para 

inferir a história evolutiva das espécies, sendo assim um foco de estudo importante 

em biologia evolutiva.  Ela assume que todas as espécies surgem de um ancestral 

comum e que o material genético é transmitido dos ancestrais para os descendentes 

ao longo do tempo. Dessa forma, através da informação genética codificada em 

sequências de DNA de espécies atuais, é possível investigar a evolução em direção 

ao ancestral comum mais recente das espécies. Existe uma literatura extensa 

acerca dos diferentes métodos que podem ser usados para a reconstrução 

filogenética usando dados moleculares, e uma boa revisão pode ser encontrada em 

FELSENSTEIN, 2004. Uma discussão extensa desses métodos foge ao objetivo do 

presente trabalho e apenas aspectos mais diretamente aplicáveis aos objetivos 

listados acima serão discutidos em maior profundidade a seguir. 

Até há pouco tempo, os estudos filogenéticos moleculares tipicamente 

envolveram sequenciar o gene de um indivíduo de um grupo de espécies, estimar a 

árvore de gene para as sequências, e assumir a árvore de gene como sendo a 

estimativa da filogenia das espécies (p. ex. HILLIS; MORTIZ; MABLE, 1996). Porém, 

enquanto uma árvore de espécies verdadeira deve ser capaz de abrigar a variação 

da história genética de diferentes marcadores genéticos,a árvore de gene representa 

apenas a história das sequências de um único loco. Além disso, a história evolutiva 

das espécies, principal foco de atenção de estudos de filogenia molecular, pode ser 

distinta de determinadas árvores de genes (DEGNAN; ROSENBERG, 2006). 

A maneira mais simples de incluir dados de múltiplos genes para análise 

filogenética conta com a concatenação dos diferentes marcadores em um único 

“supergene” (ou “supermatriz”) para que procedimentos tradicionais de inferência 

filogenética sejam aplicados (p. ex. ROKAS et al. 2003). Porém, estudos de 

simulação constataram que a concatenação é inconsistente em uma “zona anômala” 

(KUBATKO; DEGNAN, 2007) na qual a maioria das árvores de gene não condizem 

com a árvore de espécies (DEGNAN; ROSENBERG, 2006). Ainda assim, a 

concatenação parece produzir resultados razoáveis para uma ampla variedade de 

formas e profundidades de árvores filogenéticas, especialmente em filogenias 

caracterizadas por ramos longos, quando esses são medidos em unidades 
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coalescentes (i.e. dependente do produto entre o tamanho populacional efetivo e o 

tempo associado ao ramo) (BRITO; EDWARDS, 2009). 

Entretanto, os valores de suporte obtidos para essa abordagem parecem ser 

inflados, e valores altos para clados incorretos ou cujo suporte verdadeiro é baixo 

podem ser observados com freqüência (KUBATKO; DEGNAN, 2007). Um outro 

problema da concatenação é que ela ignora o fato de que a árvore de genepode ser 

diferente da filogenia para o grupo de espécies de interesse (árvore de espécies) 

(DEGNAN; SALTER, 2005; DEGNAN; ROSENBERG, 2006). Esse problema pode 

ser relativamente comum devido à estocasticidade do processo de coalescência 

ocorrido em populações ancestrais, especialmente quando a árvore de espécies têm 

ramos curtos (i.e. quando o intervalo de tempo entre eventos de separação é curto, 

quando o tamanho efetivo da população ancestral é grande, ou ambos) (DEGNAN; 

SALTER, 2005; DEGNAN; ROSENBERG, 2009). Assim, apesar da concatenação 

poder resultar em uma árvore bem apoiada, mas incorreta, ela é amplamente 

utilizada em grande parte por causa da falta de alternativas (discutido em HELED; 

DRUMMOND; 2010), embora a utilização de métodos que incorporassem de modo 

explícito a variação nas histórias dos genes individuais fosse desejável (KUBATKO; 

DEGNAN, 2007; HELED; DRUMMOND; 2010). 

A árvore de gene representa a história evolutiva dos alelos contidos nas 

espécies estudadas sob uma perspectiva genealógica, e por isso deve ser estudada 

através de modelos probabilísticos que incorporam a distribuição da probabilidade 

das árvores de gene condicionada auma árvore de espécies (LIU; YU; KUBATKO et 

al. 2009). Vários processos podem levar à heterogeneidade da árvore de gene e à 

sua discordância com a árvore de espécies tais como erro de estimação, 

transferência horizontal de genes, duplicação/perda de genes, introgressão, e 

sorteio de linhagens incompleto (incomplete lineage sorting) ou anômalo devido a 

processos coalescentes (DEGNAN; ROSENBERG, 2006). Alguns métodos descritos 

recentemente têm explicitamente levado em conta a heterogeneidade da árvore de 

gene devido ao sorteio de linhagens (incompleto ou anômalo) dentro da estimativa 

da árvore de espécies, baseados no modelo de coalescência multiespécies 

(RANNALA; YANG, 2003; DEGNAN; ROSENBERG, 2009; HELED; DRUMMOND; 

2010). Tais modelos têm ocasionado o desenvolvimento de métodos de árvore de 

espécie baseados em máxima verossimilhança (MV) e em abordagens Bayesianas 
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(p. ex. LIU, YU, KUBATKO et al. 2009; HELED; DRUMMOND; 2010, 

respectivamente). 

 Uma maneira simples e eficaz de datar eventos evolutivos é através da 

teoria do relógio molecular, desenvolvida a partir dos anos 60 e que supõe uma taxa 

de evolução constante ao longo do tempo (ZUCKERKANDL; PAULING, 1965). Para 

uma revisão mais atual, ver BROMHAM; PENNY, 2003). De acordo com o relógio 

molecular, o número esperado de substituições entre as sequências da amostra de 

um par de espécies aumenta linearmente com o tempo de divergência. Por sua vez, 

a capacidade de estimar datas para eventos evolutivos permite compreender 

padrões biogeográficos de diversificação das espécies. O relógio pode ser calibrado 

usando informações externas sobre eventos geológicos ou registro fóssil (YANG; 

RANNALA, 2006), e, em versões mais modernas do relógio molecular, o padrão de 

substituições não precisa estar linearmente correlacionado com o tempo em todos 

os ramos (p. ex. DRUMMOND et al., 2006).  

O gênero Liolaemus WIEGMANN, 1834 de lagartos da América do Sul é um 

dos gêneros de lagartos mais amplamente distribuídos e ricos em espécies no 

mundo, com aproximadamente 231 espécies reconhecidas (BREITMAN et al. 2011). 

As espécies do gênero estão distribuídas desde a costa central do Peru em direção 

ao sul através da Bolívia, Paraguai, Chile, e Argentina, atingindo a costa atlântica do 

Uruguai e sul e sudeste do Brasil (ETHERIDGE & ESPINOZA 2000). Nos últimos 15 

anos mais de 50 espécies foram descritas, principalmente na Argentina e no Chile. 

Novas coletas estão sendo feitas em áreas não exploradas dos Andes e da 

Patagônia (ABDALA et al. 2008, ÁVILA et al. 2010a, b), sendo esse fato uma das 

principais causas deste acentuado e crescente número de espécies descritas. Um 

estudo minucioso de um único complexo de espécies sugeriu que o número total de 

espécies atuais pode ser quase o triplo do número conhecido da época (MORANDO 

et al. 2003). 

Os lagartos do gênero Liolaemus são de tamanho médio a pequeno, ocorrem 

na região sul da América do Sul, ocupando diversos habitats, desde o nível do mar 

até 5.000 metros de altitude (ETHERIDGE 2000). O gênero possui grande 

flexibilidade ecológica, sendo que a maior parte das espécies é insetívora, 

encontrando-se também algumas herbívoras e onívoras. A reprodução é 

basicamente ovípara, existindo algumas formas vivíparas. Seu padrão de coloração 

é variável, frequentemente críptico (DONOSO-BARROS 1966). 
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As regiões de abrangência de Liolaemus contêm largas áreas de areia eólica, 

como as praias arenosas do Chile, Argentina Uruguai e sul do Brasil, bem como 

areias planas e sistemas de dunas espalhados por todo o interior da Argentina e 

Chile (ETHERIDGE 2000). No Brasil, o gênero Liolaemus é representado por três 

espécies: Liolaemus lutzae MERTENS, 1938; Liolaemus occipitalis BOULENGER, 

1885 e Liolaemus arambarensis VERRASTRO et al., 2003. 

Inclusos no gênero Liolaemus há três grupos: grupo nitidus, grupo signifer e 

grupo boulengeri, e dentro deste último reconhece-se o subgrupo “wiegmannii”. Com 

exeção de L. wiegmannii que é considerada como sendo a espécie menos 

especializada, todas as espécies do subgrupo “wiegmannii” são exclusivamente 

arenícolas (LAURENT 1983, 1984; HALLOY et al. 1998; ETHERIDGE 2000). 

ETHERIDGE (2000) concebeu uma análise filogenética do grupo boulengeri, 

baseada em 39 caracteres morfológicos e comportamentais; desse grupo, 

diferencia-se um clado totalmente isolado, o subgrupo “wiegmannii”.  Este trabalho 

realizado por ETHERIDGE (2000), junto com outros estudos morfológicos, 

comportamentais e moleculares (ETHERIDGE 1995; HALLOY et al. 1998; SCHULTE 

et al. 2000; AVILA et al. 2006; PINCHEIRA-DONOSO et al. 2008, corrobora a 

monofilia do subgrupo “wiegmannii”. 

O subgrupo “wiegmannii” inclui onze espécies (Figura 1): 

- Liolaemus arambarensis VERRASTRO et al., 2003: ocorre nos ambientes de 

restinga da margem oeste da Laguna dos Patos (desde Itapuã até São Lourenço do 

Sul), Rio Grande do Sul, Brasil (VERRASTRO et al. 2003); 

- Liolaemus azarai ÁVILA, 2003: encontrado na Ilha Yacyreta (localidade tipo) 

no Paraguai, e somente em outras duas localidades da província de Corrientes, 

nordeste da Argentina (ÁVILA, 2003). 

- Liolaemus cuyumhue ÁVILA et al., 2009: ocorrência conhecida somente 

para o Departamento de Añelo (localidade tipo), Província de Neuquén, Argentina 

(ÁVILA et al. 2009). 

- Liolaemus lutzae MERTENS, 1938: ocorre nas restingas da costa do estado 

do Rio de Janeiro, Brasil (ROCHA, 1985), sendo endêmico da região; 

- Liolaemus multimaculatus (DUMÉRIL & BIBRÓN, 1837): nas regiões 

costeiras de Buenos Aires e do Rio Negro, Argentina (ETHERIDGE, 2000); 

- Liolaemus occipitalis BOULENGER, 1885: ocorre no litoral do extremo sul do 

Brasil, nos estados do Rio Grande do Sul e sul de Santa Catarina (PETERS et al. 
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1986; LEMA, 1994), e na costa do Uruguai (desde Barra Del Chuy até a margem 

esquerda do Arroio Valizas) (VERRASTRO et al. 2006); 

- Liolaemus rabinoi (CEI, 1974): encontrado na província de Mendoza, 

Departamento de San Rafael, Argentina (ETHERIDGE, 2000); 

- Liolaemus riojanus CEI, 1979: de Rioja e San Juan, Argentina (ETHERIDGE, 

2000); 

- Liolaemus salinicola LAURENT, 1986: em Catamarca, Argentina (CEI, 

1986); 

- Liolaemus scapularis LAURENT, 1982: nas planícies áridas das Províncias 

de Catamarca e de Tucumán, Argentina (ETHERIDGE, 2000); 

- Liolaemus wiegmannii (DUMÉRIL & BIBRÓN, 1837): com uma ampla 

distribuição na Argentina (CEI, 1986) e Uruguai (GUDYNAS, 1981a, b, c). 

 

Figura 1 – Distribuição conhecida das espécies do grupo “wiegmannii”. Quadrados vermelhos, L. 
azarai; quadrados laranjas, L. multimaculatus; quadrados verdes, L.salinicola; círculos verdes, L. 
lutzae; círculos amarelos, L. scapularis; círculos vermelhos, L. arambarensis; círculos rosas, L. 
occipitalis; círculos azuis, L. wiegmannii; estrelas pretas, L. riojanus; quadrado amarelo, L. rabinoi; 
estrela vermelha, L. cuyumhue.  
Fonte: AVILA et al. 2009 

  

Liolaemus arambarensis (Figura 2) é um lagarto de areia de tamanho 

reduzido, natural dos ambientes de restingas da Laguna dos Patos e endêmico 
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destes locais. A sua distribuição conhecida até o momento é desde o município de 

Viamão até São Lourenço. Exibe uma coloração críptica com o ambiente, 

confundindo-se com o substrato onde vive. Basicamente se alimenta de insetos, 

aranhas e matéria vegetal. A sua reprodução é ovípara entre os meses de agosto e 

março (VERRASTRO et al. 2003). Esta espécie foi registrada por Peters; Donoso-

Barros (1970) e citada por Lema (1994), como sendo Liolaemus wiegmannii. Esta 

determinação foi revisada, pois se constataram diferenças morfológicas marcantes, 

resultando na descrição de uma nova espécie para o Rio Grande do Sul 

(VERRASTRO et al. 2003). 

 

Figura 2 – Exemplar de Liolaemus arambarensis sobre o substrato de seu habitat natural (Foto: M. B. 
Martins). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O DNA genômico foi obtido de amostras tombadas na Coleção Científica do 

Laboratório de Herpetologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Foram 

amplificados os fragmentos do DNA nuclear utilizando-se os primersKIF24, PRLR e 

Selt, para quatro indivíduos das espécies L. arambarensis, L. occipitalis e L. 

wiegmannii, e um indivíduo das espécies L. lutzae, L. salinicola, L. scapularis e L. 

multimaculatus. Os produtos de PCR foram verificados em gel de agarose 1% com 

DNA corado com 1μl de GelRed em 1mL de BFB 10%. Após, foram purificados 

enzimaticamente com exonuclease I e shrimp alkaline phosphatase (ExoSAP) e 

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

marcadores do mtDNA (COI e CytB), foram utilizados os dados gerados por Caroline 

M. Silva (PPG Biologia Animal, UFRGS) (SILVA, 2013). 

Os cromatogramas foram conferidos visualmente, e as sequências consenso 

foram exportadas para cada indivíduo utilizando-se o programa Genious (disponível 

em www.geneious.com). As sequências foram alinhadas e editadas no programa 

BioEdit (HALL, 1999), que também foi usado para concatenar as mesmas. 

A árvore para o mtDNA, para cada loco nuclear, para os dados concatenados 

e para os genes nucleares concatenados foram estimadas a partir de duas 

abordagens: Inferência Bayesiana, no programaBEAST 1.7.3 (DRUMMOND; 

RAMBAUT, 2007) e Máxima Verossimilhança (MV), no programa GARLI 

2.0(ZWICKL, 2006). É importante comentar que enquanto o programa BEAST 

assume algum tipo de relógio molecular, a estimativa de MV é totalmente livre desse 

pressuposto. Os modelos evolutivos utilizados foram aqueles sugeridos pelo 

programa jModeltest (POSADA, 2008). Na abordagem de concatenação, a topologia 

de árvore estimada para o conjunto de genes concatenados foi considerada como a 

topologia da árvore de espécies. Para a estimativa de árvore de espécie sob o 

modelo coalescente, foi utilizado o modelo Bayesiano implementado no módulo 

*Beast (HELED; DRUMMOND, 2010), executado no programa BEAST 1.7.3 

(DRUMMOND; RAMBAUT, 2007), o qual considera a história de cada gene 

individualmente como parte de uma árvore de espécie comum a todos. 

Para a análise de MV, foram utilizados os valores padrão de busca com três 

replicações para garantir a convergência das análises. O valor de suporte para cada 
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clado foi obtido com 1000 replicações de bootstrap. Já na análise Bayesiana,as 

árvores de gene foram estimadas através do prior Yule, com 50 milhões de gerações 

amostradas a cada 1000gerações, e um burnin de 10%. A árvore de espécies 

coalescente foi estimada através de um prior Yule para a árvore de espécies e um 

prior populacional linear para cada população ancestral, que permite que as 

discordâncias entre árvores de genes sejam modeladas em um processo 

coalescente. Foram feitas 100 milhões de gerações amostrando a cada 1000 

gerações e um burnin de 10%.Para calibrar relógio molecular foi utilizadaumataxa de 

substituição do CytB com distribuição normal com média de 2,23x10-2 por sítio por 

milhão de anos, e desvio padrão de 0,5x10-2 por sítio por milhão de anos 

(FONTANELLA et al., 2012). Além desse, para todos os genes foi definido um prior 

para a raiz tendo L. darwinii como grupo externo usando distribuição normal com 

média de 12,5 milhões de anos (Ma) e desvio padrão de 2,25 Ma (FONTANELLA et 

al., 2012), restringindo um intervalo de uniforme de taxas entre 1x10-2 e 5x10-5 por 

sítio por milhão de anos para os marcadores autossômicos e entre 5x10-2 e 5x10-3 

para o gene mitocondrial COI. Todas as análises foram feitas assumindo relógio 

estrito. A coleção posterior de árvores foram sumarizadas como árvore consenso 

contendo os clados de máxima credibilidade no Tree Annotator (DRUMMOND; 

RAMBAUT, 2007) descartando as 2001 primeiras árvores amostradas como burnin, 

equivalentes aos 10% iniciais da análise. 
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4 RESULTADOS 

 

 

O conjunto de dados alinhados consistiu em 3006 pares de base para 5 

genes para os 13 taxa. Os modelos de substituição adotados estão apresentados 

naTabela 1. 

 

Tabela 1 – Marcadores moleculares utilizados no estudo ranqueados por porcentagem de variação. 

Loco Tipo de marcador Modelo de substituição Extensão (bp) Variação (%) 

CytB mtDNA HKY + G 785 29,2 

COI mtDNA HKY + G 617 26,6 

KIF24 Autossômico HKY + G 526 6,8 

PRLR Autossômico HKY 543 6,4 

Selt Autossômico HKY 535 5,0 
Fonte: a autora, 2013. 

 

Todas as árvores geradas nas análises estão representadas das Figura 3 a 

16. Com exceção da árvore do mtDNA (Figura 5), a relação irmã de L. arambarensis 

e L. lutzae é sugerida em todas as filogenias. Apesar da árvore de espécies 

coalescente (Figura 3) e de algumas das árvores de gene nucleares (PRLR e Selt) 

apresentarem baixo suporte para esse clado na análise de MV (Figuras 15 e 16), 

todas as outras árvores sugerem um clado bem suportado.O clado (L. occipitalis, L. 

arambarensis, L. lutzae) é suportado pela filogenia mitocondrial (Figura 5) e pelas 

árvores de espécies com e sem concatenação dos dados (Figuras 3 e 4), embora 

isso não tenha ocorrido na abordagem por MV (Figuras 11 e 12). 

A relação próxima entre L. salinicola e L. wiegmannii é bem suportada pela 

maioria das análises, exceto pela árvore do gene nuclear PRLR usando MV, onde 

esse clado apresenta baixo suporte (Figura 12). Além disso, a separação entre os 

espécimes de L. wiegmannii da Argentina (L. wiegmanni-ARG) dos espécimes de L. 

wiegmannii do Uruguai (L. wiegmannii-UY) é bem suportada pelas árvores de gene 

do mtDNA (Figuras 5 e 12) e do nuclear PRLR (Figuras 7 e 12), bem como pelas 

árvores de espécies coalescente (Figura 3) e concatenada considerando a 

abordagem Bayesiana (Figura 4). 

As árvores de espécie Bayesiana e de MV com dados concatenados 

apresentaram os valores de suporte mais altos do estudo (Figuras 4 e 11). 

Notavelmente, a árvore de espécie Bayesiana baseada nos dados concatenados 
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apresenta todos os clados como bem suportados. Embora não tenha havido 

discordância topológica entre a árvore concatenada em comparação com a árvore 

coalescente, os valores de suporte foram maiores na abordagem concatenada. 

 
 

Figura 3 - Árvore de espécie coalescente (*Beast). O eixo X representa o tempo em milhões de anos. 
Ramo azul claro, L. wiegmannii-ARG; azul escuro, L. wiegmannii-UY; laranja, L. occipitalis; verde, L. 
lutzae; vermelho, L. arambarensis. O valores nos nós correspondem a probabilidade posterior do 
clado. 
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Figura 4 - Árvore de espécie com dados concatenados (BEAST). Legenda como na Figura 3. 
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Figura 5 - Árvore de gene para o mtDNA (BEAST). Legenda como na Figura 3. 
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Figura 6 - Árvore de gene para o marcador KIF (BEAST). Legenda como na Figura 3. 
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Figura 7 - Árvore de gene para o marcador PRLR (BEAST). Legenda como na Figura 3. 

 
Figura 8 - Árvore de gene para o marcador Selt (BEST). Legenda como na Figura 3. 
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Figura 9 - Árvore de espécie para os marcadores autossômicos concatenados (BEAST). Legenda 
como na Figura 3. 
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Figura 10 - Árvore de espécie coalescente para os marcadores autossômicos (*Beast). Legenda 
como na Figura 3. 

 
Figura11 - Árvore de espécie com dados concatenados (MV). Ramo azul claro, L. wiegmannii-ARG; 
azul escuro, L. wiegmannii-UY; laranja, L. occipitalis; verde, L. lutzae; vermelho, L. arambarensis. O 
valores nos nós correspondem a probabilidade posterior do clado.  Os número nos nós correspondem 
aos valores de bootstrap (%). 
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Figura 12 - Árvore de gene para o mtDNA (MV). Legenda como na Figura 11. 

 
Figura 13 - Árvore de gene para o marcador KIF (MV). Legenda como na Figura 11. 
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Figura 14 - Árvore de gene para o marcador PRLR (MV). Legenda como na Figura 11. 

 
Figura 15 - Árvore de gene para o marcador Selt (MV). Legenda como na Figura 11. 
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Figura 16 - Árvore de espécie para os marcadores autossômicos concatenados (MV). Legenda como 
na Figura 11. 

 

Os intervalos de confiança dos tempos de divergência dos principais clados 

de interesse estão apresentados na Figura 17 e Tabela 2. A maioria das datas para 

o surgimento dos clados (L. arambarensis, L. lutzae), (L. arambarensis, L. 

occipitalis), (L.arambarensis, L. lutzae, L. occipitalis), (L. occipitalis) e (L. salinicola,L. 

wiegmannii-ARG, L. wiegmannii-UY) indicam alguma data dentre do período 

Plioceno (~5,3 - 2,6Ma), enquanto para o clado (L. salinicola, L. wiegmannii-ARG),é 

indicada alguma data no período Pleistoceno (~2,3 Ma – 0,0115 Ma). 
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Figura 17 - Intervalos de confiança dos principais clados de interesse. O eixo y representa o tempo 
em milhões de anos (Ma), no eixo x estão indicados os principais clados de interesse conforme 
discutidos no texto. 
 
Tabela 2 – Intervalos de confiança dos principais clados de interesse em milhões de anos.  
 

 
Nota: entre parênteses encontram-se os valores da mediana.  

Análise (aram-lutz ) (aram-occi ) (aram-lutz-occ i) (occipitalis ) (sali-wieg ARG) (sali-wieg ARG-wiegUY)

*Beast 1,96-4,77 (3,28) x 2,54-5,24 (3,77) 2,54-5,24 (3,77) 0,12-0,84 (0,48) 2,49-5,34 (3,81)

Concatenada 3,06-6,24 (4,48) x 3,98-7,94 (5,71) 3,98-7,94 (5,71) 0,56-1,35 (0,9) 3,54-7,03 (5,07)

mtDNA x 2,45-5,45 (3,78) 2,99-6,44 (4,52) 2,45-5,45 (3,78) 3,22-6,8 (0,79) 0,46-1,21 (4,36)

KIF 2,39-9,84 (5,71) x x 0,91-6,34 (3,22) x 3,3-11 (6,87)

PRLR 1,23-7,25 (3,82) x x 2.59-9.41 (5,67) 0,37-4,17 (1,96) 0,95-5,96 (3,07)

Selt 0,9-5,78 (3,04) x 1,68-7,54 (4,28) 1,68-7,54 (4,28) x 2,11-8,75 (5,22)

nucl_conc 2,05-6,05 (3,82) x x 3,57-8,63 (5,84) x 3,07-7,66 (5,8)

nucl_*Beast 1,42-5,9 (3,38) x x 3,38-8,58 (5,74) x 2,28-7,25 (4,64)
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5 DISCUSSÃO 

 

 

O trabalho empregou múltiplos locos e várias abordagens metodológicas para 

reconstruir a relação filogenética e obter os tempos de divergência de L. 

arambarensis, e outras espécies proximamente relacionadas do grupo “wiegmannii”. 

Também foi feita uma comparação entre a abordagem que utiliza a concatenação 

dos dados em relação ao método que considera as árvores de gene separadamente, 

bem como entre métodos com e sem relógio molecular. Apesar de não terem sido 

utilizadas todas as onze espécies que constituem o grupo, esse fato provavelmente 

não interferiu para encontrar a posição filogenética da espécie de interesse, uma vez 

que todas as demais (L. azarai, L. cuyumhue, L. rabinoi e L. riojanus) possuem área 

de ocorrência na Argentina, e espera-se uma relação mais próxima entre espécies 

geograficamente relacionadas. No entanto, a incorporação dessas espécies em uma 

análise posterior é necessária para estabelecer sua relação filogenética com as 

espécies utilizadas neste estudo. 

De forma geral, as análises realizadas neste estudo suportam a relação irmã 

de L. arambarensis com L. lutzae, que foi obtida tanto para a árvore de espécie 

coalescente (embora com baixo suporte) quanto para os genes concatenados. Da 

mesma forma, o clado (L.lutzae, L. arambarensis, L.occipitalis) foi recuperado com 

alto suporte.Ainda que a filogenia do mtDNA sugira o clado (L. occipitalis, L. 

arambarensis) com baixo suporte, esse agrupamento alternativo não é apoiadopor 

nenhuma árvore de gene nuclear nem pelas árvores de espécie nucleares (seja a 

árvore de espécie coalescente, seja com genes concatenados). Essa é uma 

discrepância curiosa, uma vez que a teoria da coalescência sugere que uma maior 

discordância genealógica ocorra para genes autossômicos, cujo tamanho 

populacional efetivo é quatro vezes maior do que para o mtDNA. 

Uma hipótese para explicar essa contradição, poderia envolver a 

introgressãodo mtDNA entre L. arambarensis e L. occipitalis em algum momento do 

passado, uma vez que a hibridação também pode resultar em uma incogruência 

topológica entre uma árvore de gene e a árvore de espécies, embora esse processo 

não seja modelado explicitamente pela maioria dos métodos de árvore de espécie 

coalescentes (FUNCHS et al. 2013; HELED; DRUMMOND, 2010). Alguns estudos já 

demonstraram introgressão de linhagens ocorrendo entre diferentes espécies do 
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gênero Liolaemus. Morando et al. (2004) apresentaram evidências de introgessão 

entre o mtDNA de L. darwinni em L. laurenti e L. grosseorum. Ainda, foram 

encontrados indícios de introgressão entre L. bibroniie L. gracilis, na mesma área de 

hipótese de introgressão de L. darwinii (MORANDO et al. 2007), e uma possível 

zona híbrida entre L. occipitalis e L. wiegmannii no litoral uruguaio (SILVA, 2013). 

Contudo,deve-se ressaltar que a hibridização entre L. arambarensis e L. occipitalis, 

é apenas uma hipótese que não édiretamente suportada pelos dados aqui 

apresentados e cujo teste deverá envolver um número maior de genealogias 

independentes (isto é, um maior número de marcadores autossômicos). Um 

problema deste estudo para elucidar questões como essa, é o limitado número de 

marcadores utilizados. Além de fornecer estimativas filogenéticas mais acuradas, o 

uso de um maior número de locos produz uma estimativa mais robusta do tamanho 

populacional (FELSENSTEIN 2006), que é um parâmetro crítico para acomodar a 

discordância entre árvores de genesem relação à árvore de espécie no modelo de 

coalescência multiespécies (CASTILLO-RAMIREZ et al. 2010).  

Segundo a árvore de espécie coalescente, o surgimento de L. occipitalis (3,77 

Maa) L.arambarensis e L.lutzae (3,28 Maa) teria ocorrido durante o Plioceno. 

Interessantemente, a especiação de L.occipitalis é muito mais antiga do que a 

formação inicial da Planície Costeira do Rio Grande do Sul (PCRS), perto de 400 

kya (VILLWOCK; TOMAZELLI, 1995; TOMAZELLI; VILLWOCK, 2005). Isso sugere 

que L. occipitalis provavelmente desde muito tempo vem ocupando alguma antiga 

zona costeira, tendo ocupado a PCRS “moderna” apenas recentemente, quando 

essa área tornou-se disponível. Esse fato expressa o cuidado que os pesquisadores 

devem ter ao associar muito fortemente uma espécie a uma região geológica que 

ela ocupa no presente. Em relação às estimativas de datação, o surgimento das 

linhagens inferidas como irmãs, L. arambarensis e L. lutzae, teria ocorrido durante o 

Plioceno. Essa datação coincide com o período da elevação das montanhas 

brasileiras costeiras (SIMPSON, 1979) que levaram a alterações de umidade, 

causando subsequentes fragmentações da Mata Atlântica (VASCONCELOS et al., 

1992). Esse período parece ter sido uma época de diferenciação intensa para muitos 

grupos da América do Sul (i. e. CORTES-ORTIZ et al. 2003). Tais eventos podem ter 

sido importantes na separação de linhagens que acabaram especiando, como pode 

ser o caso em Liolaemus, ou na separação de grupos filogeográficos (GRAZZIOTIN 

et al. 2006). Estas conclusões, concordam com outros estudos, de que os processos 
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que deram origem a biodiversidade Neotropical são complexos (COSTA, 2003; 

GRAZZIOTIN et al. 2006) e que podem envolver preferencialmente processos muito 

mais antigos do que as glaciações associadas ao Quaternário. 

Em relação à estrutura filogenética apresentada por L. wiegmannii, os dados 

sustentam uma divergência entre duas linhagens filogenéticas separadas pelo rio da 

Prata: L. wiegmannii-ARG e L. wiegmannii-UY. Ainda, L. salinicola e L. wiegmannii-

ARG parecem ser uma unidade evolutiva muito relacionada, o que condiz com a 

suas áreas de ocorrência próximas. Essas relações, corroboram a ideia de estudos 

anteriores de que L. wiegmannii possa ser um complexo de espécies (AVILA, 2003; 

MORANDO, 2004; AVILA et al. 2006). Em termos de conservação, estudos futuros 

com L. wiegmannii podem ser importantes para caracterizar diferentes populações 

em diferentes unidades evolutivas que representem potenciais candidatos a 

espécies cuja distribuição, se restrita, pode implicar em um novo status de 

conservação para essas populações. 

Para L. wiegmannii, a árvore coalescente indica a divergência dos dois 

subclados, argentino e uruguaio, durante o Pleistoceno (~480 kya). Estudos 

anteriores já apontaram a presença de rios como barreiras isolando as populações 

de espécies do gênero Liolaemus. Por exemplo, o rio Chico na Argentina foi 

apontado como uma antiga barreira para L. lineomaculatus (BRIETMAN et al. 2011). 

Para L. monticola, os rios Maipo, Yeso e Aconcagua no Chile, configuram as 

principais barreiras entre as populações da espécie (TORRES-PEREZ et al. 

2007).Rinaldi et al.(2006) estudou as unidades geotécnicas ligadas a formação do 

estuário do Rio da Prata, e indicou uma formação continental (Barra Del Rio) e outra 

marinha (Puerto Olivos) ocorrendo durante o Pleistoceno. Para a formação Puerto 

Olivos se considera uma antiguidade entre 0,98 Ma e 1,76 Ma (revisado porPOMI, 

2008). Portanto, essa formação pode ter sido uma barreira importante na separação 

das linhagens argentina e uruguaia em L. wiegmannii, e ainda estudos ecológicos e 

morfológicos poderiam ser realizados para avaliar se essas linhagens evolutivas 

distintas poderiam constituir de fato em diferentes espécies. 

As abordagens feitas neste estudo mostram a importância da comparação 

dos métodos utilizados na inferência filogenética. Embora as árvores de espécie 

coalescente e com dados concatenados tenham resultado na mesma topologia, os 

altos valores de suporte para a árvore com os dados concatenados pode representar 

uma falsa certeza sobre as relações interespecíficas (KUBATKO; DEGNAN, 
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2007).De maneira semelhante, Morandoet al. 2012 realizou a inferência filogenética 

de lagartos de gênero Phymaturus utilizando três conjunto de dados: mtDNA 

concatenados, nucleares concatenados, e todos o genes em uma árvore de 

espécies. A análise concatenada recuperou clados altamente suportados, mas foram 

encontradas topologias discordantes da análise de todos os genes. Kubatko e 

Degnan (2007) em estudo de simulação, analisaram a abordagem de concatenação 

em condições em que a coalescência produz um alto nível de discordância entre as 

árvores de gene. Eles demonstraram que clados oriundos de filogenia incorretas 

podem ter um suporte entre moderado a alto em tais condições, e destacaram a 

importância de incorporar explicitamente a variação das histórias de gene nos 

estudos filogenéticos multilocos. No que se refere as abordagens Bayesiana e de 

MV, as árvore não tiveram diferenças significativas em suas topologias (i.e. clados 

bem suportados distintos para ambas as análises), mas de maneira geral, os valores 

de suporte da análise Bayesiana foram maiores do que os da análise de MV, o que é 

esperado dado o “conservadorismo” dos valores de bootstrap usados na análise de 

MV em relação aos valores de probabilidades a posteriorida abordagem 

Bayesiana(DOUADY et al., 2003). De modo geral, o uso de diferentes métodos teve 

um impacto menor do que a utilização ou não de dados concatenados para o 

mesmo método (abordagem Bayesiana, no nosso caso). 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Este estudo sugere que as linhagens que deram origem ás espécies 

brasileiras do gênero Liolaemus (L. arambarensis,L. lutzaee L. occipitalis), surgiram 

durante o Plioceno, o que pode estar relacionado ao soerguimento das montanhas 

costeiras brasileiras. Essa estimativa para L. occipitalis durante o Plioceno é muito 

mais antiga do que a região onde essa espécie ocorre atualmente, a Planície 

Costeira do Rio Grande do Sul, indicando que a espécie só colonizou a região 

quando essa tornou-se disponível. Os resultados também sugerem que L. 

arambarensis seja espécie irmã de L. lutzae, embora essas espécies estejam 

atualmente distantes geograficamente. Além disso, é possível que a discrepância 

entre as árvores nucleares e do mtDNA reflitam uma zona híbrida no passado com 

introgressão de linhagens mitocondriais entre populações ancestrais de L. occipitalis 

e L. arambarensis. Para L. wiegmannii, os subclados uruguaio e argentino, hoje 

separados pelo Rio da Prata, podem representar diferentes espécies ou linhagens 

isoladas que poderiam estar sofrendo algum processo de especiação incipiente. 

Esses resultados podem ajudar na compreensão dos processos que afetam o tempo 

e modo da diversificação entre espécies que ocorrem no sul do Brasil, Argentina e 

Uruguai. 
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