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Distribuicio espacial da variabilidade genética do lagarto Ameiva ameiva no
interfliivio Purus-Madeira

Resumo

O lagarto Ameiva ameiva tem ampla distribui¢do desde a Costa Rica até o norte da Argentina e na
mais ampla gama de ecorregides para qualquer espécie de lagarto, incluindo a Floresta Amazonica,
Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado. O estudos sobre A. ameiva em sua maioria envolvem ecologia
geografica da espécie os tipos de ambientes que habitam e estratégias reprodutivas e recentemente
realizou-se uma pesquisa em escala geografica ampla sobre a diversidade intraespecifica e historia
filogeografica da espécie. Nunca se fez uma pesquisa com a diversidade genética da espécie em
escala geografica fina e principalmente no interfliivio Purus-Madeira, entdo este projeto vem com o
objetivo de investigar a existéncia de estrutura genética populacional e os padrdes de distribuicdo da
diversidade genética de 4. ameiva ao longo do interflivio Purus-Madeira. Foram coletadas 47
amostras ao longo da BR-319. A extra¢do do DNA foi feita com o kit Wizard Promega, a amplicagdo
do gene ND2 foi feito via PCR, purificado com peg 8000 e sequenciado no ABI 3130. Para inferir
relagdes filogenéticas usou-se o programa RaxML e Mr.Bayes. Para estimar a estrutura populacional
foi utilizado o programa BAPS5. A sequéncia final apresentou 645 bp de 16 individuos. As
inferéncias filogenéticas apresentam baixo suporte nodal em ambos os métodos. Enquanto nas
andlises feitas no programa BAPS mostrou a existéncia de trés populagdes distintas. Foi possivel

observar que a espécie apresentou variabilidade genética ao longo do interfliivio Purus-Madeira.
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INTRODUCAO

Os padroes de distribuicdo espacial da diversidade genética intraespecifica podem ser
influenciados por fatores histéricos, como ocorréncia de barreiras geomorfoldgicas ao fluxo génico, e
por fatores ecoldgicos, como interacdes entre caracteristicas da paisagem e processos
microevolutivos (Manel et al., 2003). Assim, o entendimento da distribui¢do da diversidade genética
intraespecifica ¢ importante para detectar padrdes como: diversidade criptica e delimitacdo de
potenciais espécies desconhecidas (Fouquet et al., 2007; Werneck et al., 2012), efeito de processos
biogeograficos na estruturagdo genética (Werneck et al., 2012) e correlagdo entre descontinuidades
genéticas e caracteristicas ambientais da paisagem (Manel & Holderegger, 2013), com diversas
implicagdes para a taxonomia, biogeografia e genética da conservagdo. A distdncia geografica pode
gerar variagdo genética em populagdes de varios organismos (Eckert et al., 2008), incluindo lagartos
(Giugliano et al., 2007). Além disso, fatores ambientais podem ser identificados como determinantes

na diferenca de estrutura genética de alguns organismos (Rellstab et al., 2015).

A regido Neotropical compreende do sul do México ao sul da América do Sul, incluindo as
ilhas do mar do Caribe (Ayres et al., 2005). Essa regido ocupa 16% da superficie do planeta, das
quais 57% sdo ocupadas por florestas tropicais (Ayres et al., 2005). Nela existe uma imensa
biodiversidade, que abrange cerca de metade de todas as espécies de plantas e animais (Brandon et
al., 2005). O Brasil detém cerca de '5 de todos os remanescentes de florestas tropicais do mundo,

distribuidos na Amazonia e na regido costeira Atlantica (Ayres et al., 2005).

A Floresta Amazonica ¢ a maior floresta tropical do mundo, sua extensdo geografica ocupa
cerca de 50% do territério nacional e a riqueza da fauna de lagartos na Amazonia é a maior entre os
biomas brasileiros (Rodrigues, 2005). Sdo conhecidas cerca de 150 espécics de lagartos na Amazonia

brasileira (http://www.museu-gocldi.br/censo/). Na por¢do central da Amazdnia brasileira esta

localizado o interflivio Purus-Madeira, que ocupa uma 4rea de 15,4 milhdes de hectares. Este
interfluvio é entrecortado por centenas de pequenos rios e igarapés e suas nascentes se encontram na
mesma érea da rodovia federal BR-319, que interliga Manaus a Humaitd e Porto Velho (Maldonado
et al, 2012). Para esta regido, existem poucos estudos que abordam questdes relacionadas a

diversidade genética para as espécies animais e vegetais (Yépez, 2016).
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Para a regido do interflivio Purus-Madeira, ndo existe nenhum estudo relacionado a
diversidade genética de lagartos, e nem mesmo a histéria natural deste grupo taxondmico.
Amostragens de lagartos realizadas no interfluvio registraram a ocorréncia da espécie Ameiva
ameiva, indicando que esta espécie estd amplamente distribuida ao longo do interflivio (dados ndo
publicados). A espécie 4. ameiva é um dos lagartos Neotropicais com a maior distribui¢cdo
geografica ocorrendo desde a Costa Rica até o norte da Argentina (Vitt & Colli, 1994). Ocorre na
mais ampla gama de ecorregides para qualquer espécie de lagarto, incluindo a Floresta Amazdnica,

Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado (Tucker, 2016).

No geral, existem mais pesquisas sobre 4. ameiva no que diz respeito a ecologia geografica
da espécie (Vitt & Colli, 1994), os tipos de ambientes que habitam e estratégias reprodutivas (Vitt,
1982). Pesquisa recente investigando a diversificagdo intraespecifica e historia filogeogréafica da
espécie, foi realizada em uma escala geografica mais ampla, incluindo amostras de vérios paises e
véarios biomas do Brasil (Tucker, 2016). No entanto, até o momento nenhum estudo avaliou a
variabilidade genética em relagdo a distribuigdo espacial da espécie em uma escala geogréfica fina,
principalmente na Amazonia. Assim, néo se sabe que fatores podem afetar a estrutura genética da A.

ameiva em escalas geograficas regionais.

Tucker (2016) afirma que uma grande variedade de lagartos que foram previamente
considerados como monotipicos vem provando ser um complexo de espécies, e a espécie Ameiva
ameiva com diversidade taxondmica negligenciada. Nesse contexto, esse projeto tem como objetivo
investigar a existéncia de estrutura genética populacional e os padrdes de distribui¢do da diversidade

genética de 4. ameiva ao longo do interflivio Purus-Madeira.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

A BR-319 corta o interfluvio Purus-Madeira na direcdo sudoeste-nordeste. O interfluvio
apresenta Floresta Ombrofila Densa de Terras Baixas ao norte e mais ao sul, perto de Humaita e
Porto Velho, Floresta Ombroéfila Aberta de Terras Baixas, com solo predominantemente podzdélico
vermelho-amarelo. A sua temperatura media anual é de 27°C e a precipitagdo estd em cerca de

2000mm na porgdo norte, 2500mm na porg¢do central e 1500mm no sul (Maldonado et al., 2012).
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O delineamento amostral compreende 11 mddulos amostrais na regido do interflavio Purus-

Madeira, distribuidos ao longo da BR-319, na Amazdnia Central (Figura 1). Estes modulos fazem

parte de um modelo de levantamento sistematico e integrado de varidveis bidticas e abidticas para a

Amaz6nia, o RAPELD (http://inpa.ppbio.gov.br). O sistema RAPELD permite a compara¢do dos

resultados entre diferentes localidades e grupos bioldgicos, tendo sido adotado na investigacdo de

questdes em ecologia e biogeografia de diferentes tdxons (Magnusson et al., 2013).
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Figura 1: Modulos de coleta do sistema RAPELD, ao longo da BR-319. Fonte:
https://ppbio.inpa.gov.br/sitios/br319

Coleta de dados

Foram coletadas 47 amostras de tecido de 4. ameiva em 10 mddulos da BR-319 (Tabela 1),

em expedigdes realizadas previamente ao longo dos médulos do sistema RAPELD (Figura 1), ndo

foi possivel obter amostras do méddulo 3 (Kml168 - Taboca). O tecido muscular ou figado foi

preservado em etanol 95% e a extragdo do DNA foi realizada utilizando o Kit Wizard Promega. A

amplificagdo do gene mitocondrial NADH dehydrogenase subunit 2 (ND2), foi realizada usando a

técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
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Tabela 1. Numero de amostras da espécie Ameiva ameiva coletadas nos mdédulos da BR-319

em expedicdo previamente realizada. Nao foi realizada coleta de amostras no modulo 3.

N Moédulo | Mddulo | Modulo | Médulo | Mdodulo | Modulo | Mddulo | Médulo | Modulo | Modulo
odulos

1 2 4 5 6 7 8 9 10 11
Numero

de

S 5 4 5 5 5 4 2 7 5
amostras
coletadas

Para a PCR do gene ND2 foram utilizados os primers L4437 e H567b, seguindo o protocolo
de Tucker (2016): desnatura¢do por 2 minutos a 95°C, seguido por 32 ciclos de 35 segundos a 95°,
35 segundos a 52°C e 35 segundos a 72°C, finalizando com 10 segundos a 72°C. A purifica¢do foi
realizada utilizando PEG 8000. O sequenciamento foi feito utilizando o Applied Biosystems 3130
(ABI 3130).

Analise de dados

Depois da coleta de dados em laboratério as sequéncias foram editadas com o programa
Geneious 5.4 (Drummond et al., 2011) e foram alinhadas com o programa Aliview (Larsson, 2014).
Foram realizadas andlises de Maxima Verossimilhanga, com o programa RaxML (Stamatakis et al.,
2008) e Inferéncia Bayesiana com o programa MrBayes (Huelscnbeck et al., 2001) para inferir as
relagdes filogenéticas entre as amostras. Para estimar a estrutura populacional (i.e., nimero de
agrupamentos populacionais genéticos — k e a classificagdo das amostras/individuos nos
agrupamentos inferidos) foi utilizado o método de agrupamento Bayesiano, com o programa BAPS5

(Corander et al., 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Depois de editado e alinhado o alinhamento final do gene ND2 apresentou 645 bp de um total
de 16 individuos coletados no interflavio (Figura 2), ndo foi possivel incluir amostras dos Mddulos 2,

8 e 9 nas andlises devido a baixa qualidade do sequenciamento das amostras dos modulos.

Figura 2: Distribui¢do geogréfica dos individuos coletados de Ameiva ameiva ao longo do
Sistema RAPELD no interflivio Purus-Madeira que foram usandos na sequéncia alinhada. Onde “M”

representa os Modulos e os pontos coloridos representam a quantidade de individuos por médulo.

As andlises no RAXML (Figura 3, A) apresentaram um suporte nodal baixo, onde apenas dois
clados possuem suporte acima de 80, enquanto na andlise do programa MrBayes (Figura 3, B)
podemos observar que um nimero maior de nds possuem probabilidades posteriores acima de 0,80.
Em ambas as andlises as amostras APL21594 ¢ APL21557 estdo no mesmo clado, sendo que as
amostras pertencem ao Mddulo 10 e 4, respectivamente, a uma distancia de 320 km entre modulos.
Enquanto amostras do mesmo médulo, como APL21603 e APL21604 estdo em clados diferenciados,
ou no mesmo clado como é possivel observar nas amostras APL21580 e APL21581, que pertencem

a0 Médulo 11.
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Figura 3: Arvores filogenéticas estimadas para a espécie 4meiva ameiva a partir de um
alinhamento de 645 bp do gene ND2 com base em méxima verossimilhanga (A) e inferéncia
Bayesiana (B). O ponto ao lado do numero das amostras representa os Modulos a que pertencem,
sendo: azul = Mddulo 1; amarelo = Modulo 4; roxo = Mddulo 5; rosa = Mdédulo 6; vermelho =
Moédulo 7; verde = Modulo 10 e marrom = Médulo 11, conforme Figura 2. Suportes nodais abaixo de
80 (A) e 0,80 (B) ndo foram incluidos na figura.

Devido ao baixo suporte dos nos, infere-se que as amostras sejam muito proximas
filogeneticamente, apesar de haver claras divergéncias em alguns pontos com alto suporte, no entanto
Tucker (2016) separou suas amostras da Amazonia em trés grandes clados bem préximos a édrea de
estudo, o que deve ser levado em conta para afirmar a variabilidade genética da espécie na regido da
Amazonia.

A estrutura populacional obtida como resultado das andlises feitas no BAPS (Figura 3),
aponta a existéncia de trés populagdes distintas. Amostras dos Mddulos 1, 4, 5, 6, 7 e 10 fazem partc
da mesma populagdo o que aponta pouca diversidade genética entre os modulos. Com exce¢do de um
individuo do Modulo 4 (APL21557) e um individuo do Mdédulo 10 (APL21594) estdo na mesma
populagdo, confirmando os resultados ja visto nas andlises do RaxML e MrBayes, onde ambos
participavam do mesmo clado apesar da distdncia geografica de mais de 300 km. Algumas
populagdes do trabalho de Tucker (2016) também apresentaram grande distdncia geografica entre

individuos do mesmo clado. Outra excegdo é o individuo APL21581 que pertence ao Mddulo 11
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junto com a amostra APL21580, no entanto estdo em populagdes diferentes, no entanto estavam no

mesmo clado nas analises anteriores.
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Figura 4: Estrutura populacional da espécie Ameiva ameiva distribuidos ao longo dos
Modulos do Sistema RAPELD na BR-319 gerada pelo programas BAPs. Onde “M” representa o

modulo a qual a amostra pertence.

Em uma andlise feita no BAPs (Figura 5) considerando as possiveis misturas genéticas,
podemos ver que a amostra APL21591 do Modulo 11 ndo ¢ inteiramente de uma populagdo, mas
possui tragos da populagdo da amostra APL21581 do M6dulo 10, geograficamente proximas da uma
da outra, do ponto de vista filogenético estdo bem proximas segundo as andlises de Maxima
Verossimilhanga e de Inferéncia Bayesiana. O mesmo padrdo foi observado no trabalho de Yépez
(2016) com anuros, que constatou que o essa zona de contato entre populagdes que ocupam regides
ambientais distintas acontece no encontro entre floresta ombrofila densa e floresta ombroéfila aberta.
Nota-se entdo, que o Médulo 10 apresenta trés populagdes diferentes, uma puramente verde, uma

vermelha e uma com mistura genética da populagio azul.
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Figura 5: Estrutura populacional da espécie Ameiva ameiva distribuidos ao longo dos
Moédulos do Sistema RAPELD na BR-319 realizada pelo programa BAPs, considerando mistura
genética entre as populagdes. Onde “M” representa 0 mddulo a qual a amostra pertence.

CONCLUSAO

Deve-se lembrar que os resultados apresentados neste trabalho sdo baseados em sequéncias
com baixa qualidade, no entanto foi possivel observar que a espécie Ameiva ameiva apresentou
variabilidade genética em relagdo aos modulos do interflavio Purus-Madeira, podendo ser separada
em no minimo trés populagdes. E possivel que estruturagio populacional adicional tivesse sido
recuperadas se o banco de dados completo com todas as 47 amostras coletadas na BR-319 tivesse
sido obtido. Além disso, o baixo suporte nodal nas inferéncias filogenéticas com base em Maxima
Verossimilhanga e Inferéncia Bayesiana pode ter sido influenciado pela baixa quantidade e
proximidade das amostras.

No entanto, o projeto vem para enfatizar a importancia de se desenvolver mais projetos com a
espécie, seja em escala geografica fina ou ampla, € ndo apenas abrangendo o interflivio Purus-
Madeira, mas também todo o Amazonas, para que se entenda cada vez mais sobre a sua distribui¢@o
da variabilidade genética da espécie.
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