RENATO SOUSA RECODER

DIFERENCIAGAO MOLECULAR E VARIACAO MORFOLOGICA EM
LAGARTOS DA TRIBO IPHISINI (SQUAMATA,
GYMNOPHTHALMIDAE)

Molecular differentiation and morphological variation in lizards of the tribe
Iphisini (Squamata, Gymnophthalmidae)

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
Programa de Pds-Graduagao em Zoologia

Sao Paulo
2016



RENATO SOUSA RECODER

DIFERENCIAGAO MOLECULAR E VARIAGAO MORFOLOGICA EM
LAGARTOS DA TRIBO IPHISINI (SQUAMATA,

GYMNOPHTHALMIDAE)
Molecular differentiation and morphological variation in lizards of the tribe
Iphisini (Squamata, Gymnophthalmidae)

Tese apresentada ao Instituto
de Biociéncias da
Universidade de Sao Paulo
para obtencéao do titulo de
Doutor em Ciéncias na area de
Zoologia.

Orientador: Prof. Dr. Miguel
Trefaut Urbano Rodrigues

Sao Paulo
2016



Autorizo a reprodugao e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer
meio convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que
citada a fonte.

Ficha Catalografica

RECODER, Renato Sousa

Diferenciagédo molecular e variagao morfolégica em lagartos da tribo
Iphisini (Squamata, Gymnophthalmidae); Sdo Paulo, 2016.

77p.

Tese (Doutorado) — Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2016. Departamento de Zoologia.

1. Especiagao. 2. Filogeografia. 3. Microteideos. 4. Macroevolugéo. 5.
Sistematica Molecular. |I. Rodrigues, Miguel Trefaut. Il. Universidade de Sao
Paulo. Instituto de Biociéncias. Departamento de Zoologia.




Nome: RECODER, Renato Sousa
Titulo: Diferenciacdo molecular e variagdo morfolégica em lagartos
da tribo Iphisini (Squamata, Gymnophthalmidae).

Aprovado em:

Prof. Dr.

Tese apresentada ao Instituto
de Biociéncias da
Universidade de Sao Paulo
para obtencéao do titulo de
Doutor em Ciéncias na area de
Zoologia.

Banca Examinadora

Instituicao:

Julgamento:

Prof. Dr.

Assinatura:

Instituicao:

Julgamento:

Prof. Dr.

Assinatura:

Instituicao:

Julgamento:

Prof. Dr.

Assinatura:

Instituicao:

Julgamento:

Assinatura:




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos curadores das colegdes cientificas e colegas que
forneceram o material genético e exemplares para esta tese: Hussan Zaher
(Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo); Adrian Garda (Universidade
Federal do Rio Grande do Norte); William Vaz (PUC de Goias); Hugo Bonfim,
Sonia Santesso e Juliana Rodrigues (RAN - ICMBio); Felipe Curcio
(Universidade Federal do Mato Grosso); Camila Ribas, Vinicius Carvalho e
Fernanda Werneck (INPA Manaus); Selma Torquato (Universidade Federal de
Alagoas); Paulo Passos (Museu Nacional do Rio de Janeiro); Frederick Sheldon
e Donna Dittmann (Louisiana State University); Dyego Costa e Marcio Chaves
(Universidade Federal de Campina Grande); Anténio Argdlo (Universidade
Estadual de Santa Cruz). Agradego aos amigos e colegas que estiveram em
campo atras de calangos ou fizeram companhia no dia-a-dia de laboratorio neste
periodo: Paula Valdujo, Mauro Teixeira Jr., Francisco Dal Vechio, José
Cassimiro, Carolina Nisa, Marco Sena, Sergio Bogéo, Juliana Roscito, Antoine
Fouquet, Roberta Damasceno, Agustin Camacho, Pedro Nunes, José Mario
Ghellere, Ivan Prates, Maria Strangas, Danielle Rivera, Ana Carolina Carnaval,
Renata Cecilia Amaro, Marcia Laguna, Federico Arias, Hugo Bonfim, Juliana
Rodrigues, Maurivan Ribeiro, Geraldo Tracaja, Sabrina Baroni, Maira Concistré
(im memoriam), Bruna Batista. Agradeco a minha familia pelo apoio
incondicional, interesse, e paciéncia ao longo da produgao desta tese. Agradego
ao Miguel Trefaut pela orientagdo, pelo interesse e apoio, por todo o suporte
logistico sem o0s quais seria impossivel obter os resultados desta tese. Por fim
agradeco aos funcionarios e membros da comissao de pds pelo apoio logistico
e a FAPESP pelo financiamento na forma de bolsa de doutorado (processo
2012/09463-0).



RESUMO

Recoder, R. S. Diferenciagao molecular e variagao morfolégica em lagartos
da tribo Iphisini (Squamata, Gymnophthalmidae). 2016. 77p. Tese
(Doutorado) — Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

A delimitacdo de espécies é essencial para a caracterizacdo e conservagao da
biodiversidade. No entanto, representa um desafio para grupos onde ha pouca
variagdo em morfologia, como no caso dos lagartos Iphisini. Sdo conhecidas oito
espécies pertencentes a seis géneros na tribo, com base em analises
moleculares e de anatomia hemipeniana foram detectadas quatro espécies
candidatas para Iphisa. A tribo filogeneticamente aparentada Gymnophthalmini
apresenta maior riqueza de espécies e diversidade morfoldgica, principalmente
em espécies com adaptacdes para a vida fossorial. No entanto, ainda se
conhece pouco sobre os mecanismos historicos e ecolégicos que causam
distintos padroes de especiagao, apesar de historicamente o papel de
isolamento geografico ter sido enfatizado para a biota Neotropical. Em tempos
recentes, foram desenvolvidos métodos quantitativos para abordar questdes
evolutivas como probabilidades de especiacdo, variacbes em taxas de
diversificagao e reconstrugao de demografia historica de populagdes e migragao.
Implementei neste estudo uma combinacdo de métodos quantitativos com uso
de dados moleculares, morfolégicos e ambientais para testar as hipoteses que:
ha diversidade n&o reconhecida em Iphisini; as diferencas em riqueza e
disparidade morfolégica entre Iphisini e outras tribos de Gymnophthalminae se
deve a diferencas em tempo e modo de diversificagao, e que a diversificacdo em
Acratosaura ocorreu por isolamento geografico causado por flutuagdes
paleoclimaticas. Com base em analises moleculares, foram delimitadas quatro
espécies candidatas para Iphisini, aumentando em 33% a diversidade conhecida
para a tribo. Nao houve variagao entre as espécies candidatas de Acratosaura
em morfometria. A filogenia estimada para Gymnophthalminae apresentou alto
suporte para a relagao entre Iphisini e Heterodactylini, e demonstra um tempo de
diversificacdo e riqueza neste clado similar a Gymnophthalmini. As tribos
apresentaram padroes de diversificagdo semelhantes, mas taxas distintas. Os
padrées de evolugdo morfolégica foram congruentes com a diversificagdo em

Gymnophthalmini, porém distintas em Heterodactylini sensu lato, indicando que



disparidade independe de diversificagdo. As analises filogeograficas indicam que
as populagcdes de Acratosaura apresentaram estabilidade demografica e
espacial ao longo do tempo, com evidéncias de fluxo génico entre linhagens
diferenciadas. Desta forma, os resultados sugerem que Acratosaura diversificou
sem influéncia de variagdes historicas no clima, e provavelmente sem isolamento

reprodutivo completo.

Palavras-chave: Especiagdo, Filogeografia, Microteideos, Macroevolugéo,

Sistematica Molecular.

ABSTRACT

Recoder, R. S. Molecular differentiation and morphological variation in
lizards of the tribe Iphisini (Squamata, Gymnophthalmidae). 2016. 77p. Tese
(Doutorado) — Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

Species delimitation is essential for characterization and conservation of
biodiversity. Nevertheless, it represents a challenge for groups in which
morphological variation is subtle, such as the microteiid lizards of the tribe
Iphisini. Eight species from six genera are currently recognized in the tribe but
recently, based on molecular analysis and hemipenial anatomy, four candidate
species were inferred for Iphisa. The phylogenetically related tribe
Gymnophthalmini presents higher species richness and morphological diversity,
specially in forms with adaptations to fossoriality. Nevertheless, the historical and
ecological mechanisms involved in the distinct speciation patterns are poorly
known, although geographical isolation have been historically emphasized for
neotropical biota. In recent times, quantitative methods were developed to
address evolutionary questions such as speciation probabilities, variation in
diversification rates and reconstruction of historical demography of populations
and migration. In this study | used a combination of quantitative methods based
on molecular, morphological and environmental data for testing the hypothesis
that: there is unrecognized diversity within Iphisini; differences in species
richness and disparity among Iphisini and related tribes are congruent with
differences in time and mode of diversification; and that diversification in

Acratosaura occurred with geographical isolation caused by paleoclimatic



fluctuations. Based on the results of molecular analyses, four candidate species
were delimited for Iphisini, rising in 33% the tribe diversity. There was no
significant variation in morphometry between candidate species of Acratosaura.
The phylogeny of Gymnophthalminae presented high support for the relationship
between Iphisini and Heterodactylini, and showed diversification timming and
species richness comparable between this clade and Gymnophthalmini. The
tribes presented similar diversification patterns but distinct rates. The patterns of
morphological evolution were congruent with diversification patterns in
Gymnophthalmini but distinct in Heterodactylini sensu lato, indicating that
disparity is independent from diversification in the group. The phylogeographic
analyses indicate that populations of Acratosaura presented demographic and
spatial stability through time, with evidences of gene flow among lineages after
differentiation. Thus, the results suggest that diversification of Acratosaura was
not influenced by variations in historical climate, and probably occurred without

complete reproductive isolation.

Keywords: Phylogeography, Microteiids, Macroevolution, Molecular Systematics,

Speciation.
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1. INTRODUGAO

A regido Neotropical destaca-se mundialmente em termos de biodiversidade
(Mittermeier et al., 1997). E estimado que Brasil abrigue mais de 10% da
diversidade mundial, sendo considerado um pais megadiverso (Mittermeier et
al., 1997; Lewinsohn & Prado, 2005). Em relagcdo aos répteis, apresenta a
terceira maior riqueza de espécies (796 spp.) sendo superada apenas por
Australia e México (Uetz et al., 2016). No entanto, os desafios de se delimitar e
documentar a diversidade s&o enormes, € o conhecimento do numero de
espécies de répteis brasileiros é ainda limitado. Uma grande quantidade de
espécies é descrita por ano, sobretudo do grupo dos “escamados” (Squamata),
ou seja, lagartos, anfisbenas e serpentes. A espécie representa a unidade
comparativa basica em diversos campos das Ciéncias Bioldgicas, portanto
identificar e descrever espécies tem um papel fundamental para o estudo e
conservagao da biodiversidade (Agapow et al., 2004). Soma-se a urgéncia de se
reconhecer adequadamente as espécies em um cenario de perda de habitat
extensiva e crise de extingdes (Myers et al., 2000).

Os desafios sdo maiores em grupos em que ha pouca variagao fenotipica, o
que tem sido chamado de complexo de “espécies cripticas” (Bickford et al.,
2007). Este é o caso da tribo Iphisini, um clado de lagartos microteideos
(Gymnophthalmidae) cujos membros apresentam forma de corpo conservada
(Rodrigues et al., 2007). Sdo formalmente reconhecidas oito espécies na tribo:
Acratosaura mentalis (Amaral, 1932); Acratosaura spinosa Rodrigues,
Cassimiro, Freitas e Silva, 2009; Alexandresaurus camacan Rodrigues,
Pellegrino, Dixo, Verdade, Pavan e Sites, 2007; Colobosaura modesta
(Reinhardt e Lutken, 1862); Iphisa elegans Gray, 1851 (contendo a subespécie
Iphisa elegans soinii Dixon, 1974); Rondonops biscutatus Colli, Hoogmoed,
Cannatella, Cassimiro, Gomes, Ghellere, Nunes, Pellegrino, Salerno, Souza, e
Rodrigues, 2015; Rondonops xanthomystax Colli, Hoogmoed, Cannatella,
Cassimiro, Gomes, Ghellere, Nunes, Pellegrino, Salerno, Souza, e Rodrigues,
2015 e Stenolepis ridleyi Boulenger, 1887. Estas s&o espécies de pequeno porte
(até 70 mm de comprimento rostro-cloacal), com corpo alongado, membros
reduzidos e cauda longa com duas a trés vezes o comprimento do corpo

(Fig.1.1). As espécies possuem habitos semi-fossoriais sendo encontradas entre



folhas, galhos ou sob pedras no solo em diferentes tipos de habitas como
florestas umidas, cerrados, campos rupestres, caatingas arbéreas e matas
secas. A tribo esta amplamente distribuida na América do Sul cisandina
ocorrendo nas regides da Amazénia, Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga
(Fig.1.2). As espécies de Iphisini apresentam também pouca variagdo em
caracteres meristicos e coloragao, e até recentemente eram considerados raros
em colegdes cientificas (Rodrigues et al., 2007), caracteristicas que favoreceram
com que a sistematica do grupo estivesse por longo tempo sem avangos. Porém,
nos ultimos dez anos, a descoberta e descricdo de novas espécies e
reavaliacbes das relagdes filogenéticas ampliaram o conhecimento sobre a
diversidade do grupo (Rodrigues et al., 2007; Rodrigues et al., 2009a,c; Colli et
al., 2015).

Nunes (2011), ao estudar a morfologia hemipeniana de espécies de
Gymnophthalmidae, observou uma variagao populacional destacada em Iphisa
elegans que, apesar de ser amplamente distribuida na bacia amazénica, possui
morfologia externa extremamente conservada. Foram descritos cinco morfétipos
distintos de hemipénis para Iphisa, que se mostraram congruentes com uma
estrutura molecular profunda, sugerindo a presenga de ao menos quatro
espécies candidatas no género (Nunes et al., 2012). Os resultados também
sustentam o status de espécie para Iphisa elegans soinii Dixon, 1974. Desta
forma, é possivel esperar que a diversidade em Iphisini seja subestimada e que
outros géneros possam apresentar espécies candidatas.

A tribo Iphisini, juntamente com Heterodactylini e Gymnophthalmini compde
a subfamilia Gymnophthalminae (Pellegrino et al., 2001; Goicoechea et al.,
2016). Heterodactylini (sensu Rodrigues et al. 2009c) representa um grupo
pouco diverso, com trés géneros e seis espécies, distribuido ao longo da Mata
Atlantica e contato com biomas abertos, com padrao de corpo similar aos
representantes de Iphisini e pouca variagdo em morfologia (& excegao de
Heterodactylus) (Rodrigues et al., 2009b). Analises moleculares recentes
suportam a relagdo entre Iphisini e Heterodactylini formando um clado
monofilético (Heterodactylini sensu Pellegrino et al., 2001) composto, portanto,
por 14 espécies descritas (Goicoechea et al., 2016). Gymnophthalmini é
representada por 26 espécies com grande diversidade de formas de corpo,

padrbes de coloracao, e caracterizada por apresentar exemplos de adaptacdes
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morfoldgicas extremas a vida fossorial, com perda de palpebras moéveis, redugao
ou perda de membros locomotores, fusdo de escamas cefalicas e auséncia de
ouvido externo (Rodrigues 1991, Rodrigues e Santos, 2008).

Os padrboes de evolucdo de corpos serpentiformes tém sido estudados
comparativamente em Gymnophthalminae sob um ponto de vista ecoldgico e
anatémico (Grizante et al., 2012; Roscito e Rodrigues, 2012; Camacho et al.,
2014). No entanto, pouco se conhece sobre padrdes histéricos de diversificagdo
no grupo, para se avaliar se a disparidade morfolégica entre as tribos pode ser
explicada por diferentes taxas de especiagdo (Harmon et al., 2003). Também se
conhece pouco sobre mecanismos envolvidos na diferenciagdo em nivel
populacional em Gymnophthalminae. Os estudos publicados utilizando uma
abordagem molecular intra-especifica tém demonstrado o papel de vicaridncia
(Siedchlag et al., 2010), da topografia (Santos et al., 2014) ou sugerido
mecanismos de isolamento pré-zigético (Nunes et al., 2012) para a diferenciagao
de espécies. Apesar de hipdteses de especiagdo terem sido formalmente
testadas (Santos et al., 2014), ainda faltam abordagens com base em modelos
de genética de populagdes para caracterizar o papel de fluxo génico na
diferenciagao das espécies de Gymnophthalminae.

OBJETIVOS

Neste estudo, implementei uma abordagem analitica quantitativa com base
em dados morfologicos, moleculares e ambientais com o objetivo de:

1. Testar a hipétese de que ha diversidade nio revelada em outros géneros da
tribo Iphisini, assim como demonstrado para Iphisa.

2. Testar a hipétese de que ndo ha relacdo entre taxa de diversificacao e
disparidade morfologica para as tribos de Gymnophthalminae.

3. Testar a hipotese de que as espécies de Acratosaura diferenciaram-se por

isolamento geografico, causado por flutuagdes paleoclimaticas.
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FIGURAS

Figura 1.1. Exemplos de espécies de Iphisini: A) Acratosaura mentalis; B)

Colobosaura modesta; C) Iphisa elegans; D) Rondonops xanthomystax.
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Figura 1.2. Distribuigdo dos seis géneros de Iphisini: Alexandresaurus (quadrados
azuis), Acratosaura (circulos vermelhos), Colobosaura (pentagonos azuis), Iphisa

(circulos verdes), Rondonops (tridangulos marrons) e Stenolepis (hexagonos roxos).
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CONCLUSOES

Neste estudo utilizei uma série de métodos quantitativos para a delimitagao
de espécies em Iphisini, que exemplificam os desafios enfrentados para a
inferéncia de arranjos taxondmicos para grupos onde a variagao fenotipica €
pouco evidente, e onde ha incongruéncia entre variagdo em caracteres
morfolégicos e moleculares, ou discordancia entre genealogias. Como era
esperado pela pergunta inicial, ha diversidade dentro da tribo Iphisini n&o
detectada em estudos anteriores. Atualmente ha oito espécies ja descritas, e
reconhecidas quatro espécies candidatas para Iphisa. Com este trabalho, mais
quatro espécies sao consideradas candidatas, aumentando em 33% a
diversidade conhecida no grupo. A diversidade se mostrou heterogénea entre os
clados de Iphisini, 0 que atesta pelo carater monotipico de alguns géneros, que
apresentaram pouca estrutura genética e diferenciagéo. A descri¢ao formal das
espécies candidatas, ainda depende de uma analise mais profunda de
caracteres morfolégicos qualitativos.

As relacdes filogenéticas inferidas em nivel de subfamilia séo consistentes
com resultados recentemente publicados, utilizando métodos distintos para a
reconstrucdo de arvores. Como resultado mais interessante, é a relacdo bem
suportada como grupos-irméaos entre Iphisini e Heterodactylini. Nao ha fésseis
conhecidos de Gymnophthalmidae que possam ser usados para a calibragéo
das arvores, entao a estimativa de tempos de divergéncia ainda depende de uma
analise conjunta com o grupo-irmao Teiidae, o que esta fora do escopo deste
trabalho. No entanto, é notado que, apesar de as tribos apresentarem taxas de
diversificacao distintas, o tempo relativo de diversificacdo é semelhante entre as
clados de Gymnophthalminae, quando consideradas as tribos Heterodactylini e
Iphisini conjuntamente. Os padrées de disparidade morfolégica também se
mostraram variaveis entre as tribos, e incongruentes com tempo de
diversificagao para Heterodactylini (sensu lato). Desta forma ndo € possivel
afirmar que as diferencas morfolégicas observadas entre os clados de
Gymnophthalminae sejam causadas apenas por tempo ou modo de
diversificagao distintos. O papel de diferentes oportunidades ecoldgicas, ou

inércia filogenética, sdo fatores que devem ser investigados.
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Do ponto de vista populacional, Acratosaura mostrou estabilidade
demografica histdrica e pouca variagdo em distribui¢gdo nos ultimos 21.000 anos.
Desta forma, a hipotese de que mudancgas paleoclimaticas do Quaternario
poderiam ter causado isolamento e diversificacdo em Iphisini ndo encontra
suporte nos resultados. A presengca de fluxo génico entre linhagens ja
diferenciadas indica que a diversificagdo no grupo pode ocorrer sem isolamento
reprodutivo completo. Com base na estruturagdo genética profunda e
espacialmente complexa, € possivel supor que a heterogeneidade ambiental da

Chapada Diamantina deve ter contribuido para a especiacao em Acratosaura.
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