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Junte um bico com dez unhas
Quatro patas, trinta dentes
E o valente dos valentes

Ainda vai te respeitar

(...)

Esperteza, Paciéncia
Lealdade, Teimosia
E mais dia, menos dia

A lei da selva vai mudar

Todos juntos somos fortes
Somos flecha e somos arco
Todos nos no mesmo barco

Ndéo had nada pra temer.

(Os Saltimbancos - Todos Juntos)
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RESUMO

O padrao filogeografico do lagarto teidéaemidophorus vacariensisndémico
dos Campos de Cima da Serra do sul do Brasil, $tidado com a analise de dois
segmentos de DNA mitocondrial (12S e 16S) e camxtenorfologicos. Através de
métodos de maxima parcimbnia, maxima verossimilhanhayesianos, ambos marcadores
moleculares demonstraram, concordantemente, angaeske diferenciacdo genética entre
os clados do Rio Grande do Sul (RS), Santa Caté863 e Parana (PR). A existéncia de
fluxo génico foi registrada entre as linhagens &eRSC, enquanto a populacéo do PR esta
isolada das demais por, no minimo, 300 quildomethsrfologicamente, a populacdo
proveniente do PR exibiu uma tendéncia de disceg@o em trés caracteres, enquanto 0s
clados do RS e SC nao apresentaram diferencaqoBsivel correlacionar, em parte, 0os
resultados das analises molecular e morfologicdicamdo concordancia entre as duas
abordagens. Os haplétipos exclusivos encontradgsresmn que as populacbes Ge
vacariensis vivenciaram uma histéria evolutiva de isolamentoque provavelmente
ocorreu no Pleistoceno, quando pulsos de retrac@spansdo dos biomas abertos se
alternavam, exibindo uma dinamica que pode tenfeargado por diversas vezes as regides
campestres que este lagarto habitava. Os prindjistisrbios que os Campos de Cima da
Serra enfrentam atualmente sdo as queimadas, @rjge@ a silvicultura de espécies
exoticas, ameacas que tornam urgentes a defing&stcatégias de conservagédo da regiao
e sua biota. Os lagartinhos-pintado€némidophorus vacarien3isocorrem em
afloramentos rochosos pouco extensos e se deslpoano, de modo que Unidades de
Conservacdo de pequeno tamanho poderiam ser sefpi@va a sua conservacao. Porém, &
importante considerar que cada linhagem evolutossyp um potencial genético distinto

das demais e todas devem ser conservadas.

Palavras-chave: Cnemidophorus vacariensilogeografia, DNA mitocondrial, Campos

de Cima da Serra, conservacao.

Vi



. INTRODUCAO
I. 1. O géneroCnemidophorusiagler, 1830

A familia Teiidae Gray, 1827 compreende dez génexo%05 espécies. Os
individuos podem variar de poucos centimetros & rdaium metro de comprimento e
estdo amplamente distribuidos por toda a Américgrafsde maioria das espécies € diurna
e habita os mais variados ambientes, desde desettesnmamente aridos até florestas
tropicais (adaptado de POUGtal,, 1998).

O génerdCnemidophorusVagler, 1830 abrigava cerca de 60 espécies digial
desde o norte dos Estados Unidos até o centro denfina e era subdividido em seis
grupos (WRIGHT, 1993). Todas as espécies que aoaneeAmeérica do Sul pertenciam ao
grupolemniscatussendo que os demais grupdspii cozumelasexlineatustesselatue
tigris) eram exclusivos das Ameéricas do Norte e CenREHEDER et al. (2002),
percebendo que o géneBmemidophorusido era monofilético, sugeriram que as espécies
que ocorrem do norte dos Estados Unidos até o dar@osta Rica fossem realocadas para
0 géneroAspidoscelisFitzinger, 1843. Dessa forma, o gén€&onemidophorugpassou a
abrigar as espécies restritas a América do Sul #@hAs Menores, porém continuou
parafilético. Em estudo recente (GIUGLIANO, 2008pie as relacdes filogenéticas dos
“cnemidophorinos” (grupo composto pelos géneCogmidophorusAmeivaMeyer, 1795,
KentropyxSpix, 1825 éAspidoscelis confirmou-se a parafilia deénemidophorug, a fim
de torna-lo monofilético, foi sugerida a realocada€. parecisColli, Costa, Garda, Kopp,
Mesquita, Péres, Valdujo, Vieira & Wiederhecker020para o grupo que abriga as

espécies dAdmeivaque ocorrem no continente.

Atualmente, o génerGnemidophorupossui 23 espécies que podem ser divididas
em quatro grupos conforme CEIl (1993) e CABRERA @0Macertoides lemniscatus
longicauduse ocellifer. A espécieCnemidophorus vacariensiBeltrim & Lema, 2000
pertence ao gruplacertoides(FELTRIM & LEMA, 2000), juntamente com outras quatr
espéciesC. charruaCabrera & Carreira, 2009 (Cabo Pol6nio, UrugugABERERA &
CARREIRA, 2009),C. lacertoidesDuméril & Bibron, 1839 (Argentina, Uruguai e s d
Brasil; PETERS & DONOSO-BARROS, 19707, leacheiPeracca, 1897 (Provincia de
Jujuy, Argentina; CEl & SCROCCHI, 1991)& serranusCei & Martori, 1991 (serras de



Cérdoba, Argentina; CEl & MARTORI, 1991). O holdtip paratipos d€. charruaforam
coletados em 1977 e 1972, respectivamente, e ndenseaegistro de coleta de outros
exemplares ha trinta anos (CABRERA & CARREIRA, 2D0€onforme o0s mesmo
autores, a espécie esta provavelmente extintaaavessao antropica na regido do Cabo
Pol6nio (litoral do Departamento de Rocha, Urugukigalidade-tipo e Gnico lugar de

registro de ocorréncia d& charrua

Para o Brasil, sdo listadas dez espéciesCdemidophorus(SBH, 2009):C.
abaetensisDias, Rocha & Vrcibradic, 2002C. cryptus Cole & Dessauer, 1993C.
lacertoides C. lemniscatugLineu, 1758),C. littoralis Rocha, Araujo, Vrcibradic & Costa,
2000, C. mumbucaColli, Caldwell, Costa, Gainsbury, Garda, MesquiEdho, Soares,
Silva, Valdujo, Vieira, Vitt, Werneck, Wiederheck& Zatz 2003,C. nativo Rocha,
Bergallo & Peccinini-Seale, 199%,. ocellifer (Spix, 1825),C. parecise C. vacariensis
Recentemente, uma nova espécie foi descrita naoregirdeste do Cerrad@, jalapensis
Colli, Giugliano, Mesquita & Franca, 2009 (COLet al, 2009), aumentando para onze o

namero de espécies @memidophorusjue ocorrem no Brasil.

Conforme WRIGHT (1993), os lagartos do gén€remidophorusao pequenos
(atingem cerca de 6-8 centimetros de comprimergtwa-@loacal), habitam &reas abertas,
como campos e restingas e séo ativos nas horagjoaiges do dia. TEm, em sua maioria,
habito alimentar insetivoro e apresentam comportgonde forrageio ativo; podem, no
entanto, consumir presas que caracterizam dietagreftadores de espreita. Todas as
espécies desse género sdo oviparas, podendo apresgmoducao ciclica ou continua,
dependendo das condi¢cdes ambientais (WRIGHT, 1993).

I. 2. Cnemidophorus vacariensiBeltrim & Lema, 2000

O lagartinho-pintado Gnemidophorus vacariengis ocorre associado a
afloramentos rochosos situados em areas de campa#tirides entre 900 a 1400 m. Sua
distribuicdo conhecida é restrita a poucas locdédano no Estado do Parana, no Municipio
de Candoi (BERNILSt al, 2004), no Estado de Santa Catarina, nos muogipé Capao
Alto (GHIZONI et al, 2009) e no Estado do Rio Grande do Sul, nos rfpiog de
Vacaria, Bom Jesus (DI-BERNARDE& al, 2003) e S&do Francisco de Paula (STAHNKE

et al, 2006) sendo, aparentemente, endémico do Plasedt@raucéarias no sul do Brasil.



A espécie é classificada como vulneravel na List&auna Ameacgada de Extin¢cdo do Rio
Grande do Sul (MARQUES®t al, 2002) e do Parana (MIKICH & BERNILS, 2004), e
também na Lista Nacional da Fauna Brasileira Anaeacie Extincdo (IBAMA, 2003). No
Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de r€@d (MARTINS & MOLINA,
2008), esta consta como ameacada.

A principal ameaca pai@. vacariensi€ a utilizacdo dos campos para atividades
econbmicas, como a pecuaria e a silvicultura. Aapgfo crescente das monoculturas de
pinus parece ser a ameaca mais séria a espéde,genvista a drastica alteracao estrutural
resultante da conversdo de areas campestres amstdiier (DI-BERNARDCet al, 2003;
BERNILS et al, 2004). A préatica de queimadas também contribra padescaracterizacio

dos habitats campestres onde a espécie ocorre (RESRiNal, 2004).

Os individuos deC. vacariensis(figura 1) tém habito diurno (CARUCCIO, no
prelo), ocorrem em areas abertas com vegetacdoestnmpmlominante e capdes de mata
esparsos e estao intimamente associados aos alui@srochosos, onde fazem suas tocas
e abrigam-se dos predadores (CARUCCIO, 2008). i§é&wtérmicos, ou seja, utilizam as
rochas como principal fonte de calor quando tereguitam (MACHADO, 2006) e
alimentam-se preferencialmente de aranhas, gafasHormigas e baratas, caracterizando-
se como forrageadores ativos (SCHOSSLER, 2006).

Figura 1. Fémea adulta daemidophorus vacariensggocedente de Bom Jesus,
RS. Exemplar ndo coletado. (Foto: Angelo Gomes)



Em C. vacariensiso dimorfismo sexual esta presente tanto no tamguoanto na
coloracdo do corpo (REZENDE-PINT& al, 2009). Segundo esses autores, as fémeas
apresentam maior comprimento rostro-cloacal do agienachos, destoando do padréo
conhecido para os estudos com especies da fandiidag&. A distancia axila-virilha
também é maior nas fémeas, o que pode conferiagans reprodutivas, ja que fémeas
maiores sdo capazes de produzir desovas com mass aw ovos maiores. Os machos
possuem cabeca, cauda e membros proporcionalmemieresn (em relacdo ao
comprimento rostro-cloacal) do que as fémeas, weis&gue podem apresentar relacdo com
performances sociais. Quanto ao dimorfismo na pigagéo das escamas, 0os machos
exibem as primeiras e segundas fileiras de escaernatsais do abdomen coloridas de

amarelo, padrao n&o observado em juvenis e féndedtas

I. 3. Os estudos filogeograficos

O genoma mitocondrial dos animais € pequeno eivataénte uniforme em
tamanho entre vertebrados e invertebrados (BROAVEIL, 1979). Caracteriza-se como
sendo haploide e é formado por uma molécula de DON#a fita circular que varia entre
15.000 e 17.000 pares de bases de comprimenta)desfaesente em centenas e até
milhares de copias por célula (&l GRAUR, 2000). O DNA mitocondrial € simples em
estrutura e o Unico grande fragmento ndo codificéaée aproximadamente 1.000 pares de
bases) € a regido controlado@R(— Control Regignque apresenta funcéo regulatéria na
dindmica da molécula (BROWN, 1985). Essa regide @rnde utilidade para analises
filogenéticas, pois as taxas de substituicAo desbamcontram-se acentuadas em duas
regides da CR chamadas de segmentos hipervarigligisr-Variable SegmehtHVS1 e
HVS2, com uma regido mais conservada com cerc®@eares de bases (VIGILANat
al., 1989).

Em animais superiores, o DNA mitocondrial evoluiitmunais rapidamente do
gue o DNA nuclear cépia Unica (BROWSBL al., 1979). As comparacfes entre as
sequéncias de DNA de diferentes organismos revelaena razdo das substituicdes de
nucleotideos durante a evolucéo foi dez vezes neailogenomas mitocondriais do que em
genomas nucleares, o que provavelmente € devidduzida fidelidade dos processos de
replicagcdo ou reparo — ou ambos — do DNA mitocahdALBERTS et al, 2002). As



comparacOes das sequéncias de DNA mitocondrialsidm amplamente utilizadas em
estudos de caréater evolutivo e filogenético, mosimase Uteis para estimar as datas de
eventos evolutivos relativamente recentes (ALBERT®SL, 2002). Devido a sua rapida
taxa de substituicdo de nucleotideos, o DNA mitddah é adequado para o estudo de
baixos niveis taxonémicos como relagdes intrageagmu intraespecificas (BONVICINO
& MOREIRA, 2001).

Embora os genes mitocondriais tenham diversas ipdgites que os tornam
adequados para analises aos niveis intragenéiitoaespecifico, eles ndo estéo livres de
dificuldades ie., a arvore de um gene nao reflete necessariameateose da espécie)
(PAMILO & NEI, 1988; NICHOLS, 2001). Apesar das sumitacdes, a filogeografia
fornece possiveis cenarios histéricos e geograficgsquais 0os processos de especiacdo e
diversificagcdo ocorrem. Comprovando a relevanciapécabilidade desta abordagem,
AVISE (2000) afirma que aproximadamente 70% dosidest filogeograficos foram

realizados através de analises de DNA mitocondrial.

I. 4. A filogeografia e a conservacao

A filogeografia € um campo de estudo relacionado o8 principios e processos
gue governam a distribuicdo geografica das linhagemealdgicas, especialmente aquelas
a nivel intraespecifico (AVISE, 1998). Segundo BHREMHAM & MORITZ (1998), ela
foi introduzida como uma “ponte” unindo o0s estudde processos micro e
macroevoluciondrios; e procura testar a congruéreite as histérias evolutiva,
demogréfica e de distribuicdo dos taxons contrartiqular cenario geoldgico e ecolbgico
de uma regido, além de determinar a cronologia idargificacdo evolutiva. Estudos
filogeograficos baseados em DNA mitocondrial tedogiealizados com sucesso devido a
possibilidade de melhor descrever os padrbes ddbdigsbes geograficas, de relacbes
filogenéticas e de distancias genéticas entre dimms animais, aumentando o
conhecimento relativo a biogeografia e as areaermiemismo (BERMINGHAM &
MORITZ, 1998).

Uma aplicagdo pratica da filogeografia reside emsigiar Unidades
Evolutivamente SignificativasEf{olutionary Significant Units ESUs) e Unidades de

Manejo Management UnitdviUs) com base nas relacdes filogenéticas enatagrantre e



dentro das populacdes estudadas. O propésito fiarmdahda definicdo de ESUs e MUs é
assegurar que o patrimdnio genético seja reconheeigrotegido e que o potencial
evolutivo inerente de cada unidade seja mantideteDmodo, o termo “significante” em
ESU deveria ser visto como um reconhecimento deoqaenjunto de populacdes esta
isolado historicamente e, assim, é provavel quesyzosim potencial evolutivo distinto
(MORITZ, 1994).

II.  OBJETIVOS

Com o intuito de aprofundar os conhecimentos sabespéciecCnemidophorus
vacariensis e acerca da problematica de sua conservacao, esapoum estudo
filogeogréfico desta espécie empregando analisetecolares (baseadas em DNA

mitocondrial) e morfoldgicas.

II. 1. Objetivos especificos

- Analisar, por meio da diferenciacdo molecular (DNAitocondrial), a
variabilidade genética entre e dentro das poputagéstudadas deé€. vacariensis

caracterizar o fluxo génico entre elas e verifecaxisténcia de estruturacdo populacional.

- Realizar analises morfologicas de representantepaulacbes amostradas de
C. vacariensisao longo de sua area de ocorréncia e comparéa®®bjetivo de detectar

possiveis diferencas existentes entre as populacoes

- Inferir as relagbes filogeograficas entre as papida deC. vacariensisde

forma a auxiliar os programas de conservacao ardiet@r Unidades de Manejo.

.  JUSTIFICATIVA

As alteracOes resultantes de acbes antropicasia®fpelos Campos de Cima da
Serra no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Pamasaultimos anos, além de
modificarem a paisagem, tem reflexo direto sobifauma. Associando essas alteracoes
antropicas (ver item IV. 1. Area de estudo) ao poeonhecimento atual sobre as
caracteristicas demograficas @evacariensistorna-se de fundamental importancia tanto o
estudo da variabilidade e estrutura genéticas qudos padrées filogeograficos que

caracterizam esta espécie.



Os estudos genéticos abrangem a determinacao elsaivparametros, tais como
diversidade genética, estrutura populacional ecdels genéticas entre as populacdes
geograficamente isoladas. Com a determinacao tades filogenéticas entre e dentro das
populagdes, torna-se possivel a designacdo de désdavolutivamente Significativas e
Unidades de Manejo (MORITZ, 1994).

Ainda que descrita recentemente (FELTRIM & LEMAQR) alguns aspectos da
biologia e ecologia d€. vacariensiga foram esclarecidos (ver item |. 2.). Porémsexn
em aberto questdes referentes a sua total digtfibugeografica, relacbes entre as
populacdes que se estendem ao longo do planaltbragileiro, caracteristicas das
popula¢cdes aparentemente isoladas, e relacdesrfidtigas intraespecificas, as quais este
projeto se propde a averiguar.

Além disso, este estudo, juntamente com outrosicglados a fauna e flora locais,
podera fornecer aportes para um melhor conhecindanttinamica e ecologia das regides
de abrangéncia dos Campos de Cima da Serra e reaasde transicdo com a Mata com
Araucéria. A medida que os estudos preliminaregnforexecutados, os resultados
oferecerdo ferramentas para avaliar os efeitosratgmentacdo e degradacdo do habitat
sobre a estrutura populacional e variabilidade tEméla espécie. Dessa forma, sera
possivel a geracdo de dados para a elaboraci@nesplie manejo e conservacaode

vacariensis o seu ambiente.

IV. MATERIAL E METODOS

IV. 1. Area de estudo: Os Campos de Cima da Serra

Os Campos Sulinos foram assim nomeados por megstddo de prioridades para
a conservagcdo e 0 uso sustentavel da biodiversidadelata Atlantica e dos Campos
Sulinos do MMA/Pronabio. Este documento foi eladorapela organizacdo néo-
governamental Conservacéao Internacional (Cl-Brgsého Instituto Socioambiental (ISA),
pelo Fundo Mundial para a Natureza (WWF) e peltitlrts Brasileiro do Meio Ambiente
e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). De mangg@agérica, os campos da Regido Sul
do Brasil sdo denominados “pampas”. Essa denononagdentanto, corresponde somente
a um dos tipos de campo, mais encontrado ao sutstado do Rio Grande do Sul,

atingindo também o Uruguai e a Argentina. Outro,tiponhecido como Campos de Cima



da Serra, Campos de Altitude ou Planalto das Araséigura 2), € encontrado em areas
de transicdo com o dominio de araucarrscaria angustifoli} e nesta formacéo ha
ocorréncia do lagartG. vacariesis

Figura 2. Camos de im da erra - mbite orrencia d@nmidophrs vacariensis
Vacaria, RS.

O dominio morfoclimatico das araucarias se estetelsde o norte gaulcho,
passando por Santa Catarina e Parana, até o digtgp@uocupa uma area de 400.000 km?
(figura 3). A regido das araucarias encontra-splaalto meridional, onde a altitude pode
variar de 500 metros até cerca de 1.200 metros.tdfla a sua extensdo, o clima é
subtropical com temperaturas amenas e a precipitegda de 1.200 a 1.800 mm, sem
grandes alteracdes durante o ano. O relevo apeesestle ondulacdes suaves até bem

acentuadas e 0 solo possui tendéncia a processisosr (AB'SABER, 1970).
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Figura 3. Mapa dos dominios morfoclimaticos brasite(AB'SABER, 1970).

As principais ameagas a vegetacdo remanescentegi@o rdo Planalto das
Araucérias sdo a extracdo de madeira, a supressavegetacdo via queimadas, a
substituicdo da cobertura florestal nativa poriciltura de espécies exoticas, agricultura e
alguma presséo urbana localizada (ZILLER & GALVADQ1).

Segundo ZILLER & GALVAO (2001), a expansédo das nuuituras de arvores
exoéticas € um dos problemas mais graves no plar@tim o avanco das plantacfes de
arvores exoticas, especialmetimus elliotti, ocorre um isolamento cada vez maior dos
fragmentos pequenos e médios de florestas natR@ssua alta capacidade invasora e
maior velocidade de crescimento, essas monoculflmesstais acabam dificultando o
avanco da Floresta Ombréfila Mista sobre o cammmd@ncia natural da sucesséo
ecoldgica) e/ou a reocupacao de areas outrora th$msa Outro problema dos plantios
homogéneos é a ocupacédo dos espacos necessatiedigaicdo dos fragmentos existentes.
A conversao dos campos em outros tipos de uso remsformando profundamente sua
paisagem e colocando suas espécies sob ameactingé@xAlém disso, as queimadas sao



praticadas anualmente e estdo entre os principatidemas que afetam os Campos Sulinos.
Esse procedimento de manejo da terra conduz ensisieum processo de selecdo negativa,
gue elimina as plantas mais tenras e palataveggmdo bovino, favorecendo o aumento de
populacbes de plantas mais resistentes, mais lasleoduras, destacando-se os caraguatas
(Eryngiumspp.). Outra pratica ecologicamente nociva a assgiente é a sua conversao
direta para o uso agricola, processo que ocorfanand, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul.

IV. 2. Coleta dos animais

Foram realizadas coletas ao longo do Planalto dascArias, desde o norte do
Rio Grande do Sul até o sul do Parana. AtravésisterSa de Autorizacdo e Informacédo
em Biodiversidade/SISBIO, parte do Instituto Breisd do Meio Ambiente/IBAMA, foram
concedidas as licencas 497-1, 973-1 e 16858-1.

Utilizando-se as localidades com ocorréncia corddan de Cnemidophorus
vacariensisobtidas neste trabalho e na literatura, foi redéz a modelagem de nicho
ecologico da espécie, com 0 objetivo de estabelécsass com potencial presenca da
espécie e melhor determinar as areas de cole@n#ses foram feitas com a utilizacdo do
programa Maxent, que utiliza um algoritmo baseadocanceito de maxima entropia
(PHILLIPS et al, 2006), empregando dados de presenca e pseudo@is®s dados
ambientais e climaticos utilizados foram obtidospnojeto Wordclim (www.bioclim.org),
tendo sido incluidas nas analises 19 camadas roigtitias, somadas a altitude (todas com
resolucéo de 30 s). As camadas utilizadas fora®: @, Temperatura Média Anual; BIO
02, Média Diurna Mensal (temp. max - temp. min)OB03, Isotermalidade; BIO 04,
Temperatura Sazonal; BIO 05, Temperatura MaximaM#s mais Quente; BIO 06,
Temperatura Minima do Més mais Frio; BIO 07, Va@é&nual de Temperatura; BIO 08,
Média de Temperatura do Trimestre mais umido; BED) Mlédia de Temperatura do
Trimestre mais seco; BIO 10, Média da Temperatordés mais Quente; BIO 11; Média
da Temperatura do Més mais Frio; BIO 12, Preciptaénual; BIO 13, Precipitacdo do
Més mais Umido; BIO 14, Precipitagdo do Més maisoS8I0 15, Precipitacdo Sazonal
(Coeficiente de Variagdo); BIO 16, Precipitacdo Timestre mais Umido; BIO 17,
Precipitacdo do Trimestre mais Seco; BIO 18, Piagi@o do Trimestre mais Quente; BIO
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19, Precipitacdo do Trimestre mais Frio; ALT, Alte (elevacdo Acima do Nivel do Mar,
em metros).

Com base nas areas indicadas no mapa gerado, feaiizadas saidas de campo
para a regido do planalto nordeste do Rio Grand8ull@ sua continuidade no centro-sul
catarinense, areas de grande probabilidade deéoctarda espécie. Para o centro-oeste
catarinense e o sul do Parang, regides de menbalplodade de ocorréncia d€.
vacariensistambém foi realizada saida de campo.

Os animais foram procurados no ambiente com oiawdél ganchos especificos e
coletados manualmente. Para cada lagarto colefia@mn registrados, em campo, 0 peso
(balanca com precisédo de 0,1g), o sexo (quanddvedse a idade do animal (jovem ou
adulto). Cnemidophorus vacariensapresenta dimorfismo sexual (REZENDE-PINEO
al., 2009): machos tem cabecas mais largas e exibepadrdo de coloragcdo amarelo nas
escamas ventrais laterais, ausente em jovens ea$érféaneas tem comprimento rostro-
cloacal (CRC) e distancia axila-virilha maioresrdfo considerados adultos os machos
com CRC igual ou superior a 48,8 mm e as fémeas@®Rf igual ou superior a 57,4 mm
(REZENDE-PINTOet al, 2009).

Foram coletados 104 exemplares @evacariensisem nove pontos de coleta
localizados em oito municipios (figura 4, tabelaat)longo da distribuicdo geografica da
espécie. Para cada ponto de captura, foram redasti@s coordenadas geograficas com a
utilizacdo de GPSQlobal Positioning Systemobtidas em UTM (Projecdo Universal
Transversal de MercatodatumSADG9.

Os exemplares coletados foram sacrificados em campdaboratério, com
anestésico Citanest 3% e tiveram, logo depoise phrtcauda, coxa e/ou figado extraidos e
conservados em alcool absoluto (99,8%). Em segdodtam fixados com formol 10%,
conservados em alcool 70% e tombados na Colecaantifi@ia do Laboratério de
Herpetologia, Departamento de Zoologia, InstitiedBibciéncias, da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS) (anexo 1). Os tecidusscular e/ou hepético foram
tombados na Colecdo Cientifica de Tecidos do Labwoade Herpetologia da mesma
Universidade (UFRGST) (anexo ).
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Figura 4. Localizacdo geografica dos pontos det@otlvs exemplares dé€nemidophorus

vacariensisao longo da sua area de ocorréncia.

Tabela 1. Data, localidades, coordenadas geogsafiws pontos de coleta e nUmero de tombo dos
exemplares d€nemidophorus vacariensisletados (tamanho total da amostra = 104).

Local de coleta Coordenadas Data da coleta Tamanho —N° Colecao
geograficas da amostra (UFRGS)
Bom Jesus/RS 0528280/6868569  29-30/04/2007 07 43667
Bom Jesus/RS 0527300/6868202  13/01/2008 06 4788% 4
Bom Jesus/RS 0527444/6161889  03/08/2008 15 4889% 4
Vacaria/RS 0522930/6871706  11/04/2008 06 4720 & 472
Campestre do Tigre/RS*  0525689/6809079  07/06/2008 7 0 4809 a 4815
Pedra Lisa/RS* 0537349/6805455  08/06/2008 08 40808
Jaquirana/RS 0568934/6798503  06/09/2008 02 4912@ 4
Jaquirana/RS 0568934/6798503  15/05/2009 05 5271 a 5275
Campo Belo do Sul/SC ~ 0523991/6901133  15/07/2008 16 4860 a 4875
Capao Alto/SC 0537123/6890063  16/07/2008 16 486364
S&o Joaquim/SC 0571890/6855879  09/04/2009 07 55262
Cand6i/PR 0401723/7164711  09/01/2009 09 5074 a 5101

Legenda: PR, Parana; RS, Rio Grande do Sul; SGa &tarina. *Campestre do Tigre e Pedra Lisa sdo
localidades da Vila Rural de Cazuza Ferreira, pedste ao Municipio de Sdo Francisco de Paula/RS.
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IV. 3. Analises Moleculares

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras coletadas foi teitaando-se um protocolo de
fenol-cloroférmio modificado, baseado em SAMBRO@Kal. (1989), para extracdo de
DNA de células vermelhas do sangue. Este mesmmqmiot pode ser utilizado para
extracdo de material genético de tecido musculaepatico, o que foi feito a partir da
cauda, coxa e/ou figado Qe vacariensiganexo II).

Verificagdo da qualidade do material genético extriao

Antes da amplificagdo do material genético, asagles foram avaliadas em
relacdo a quantidade e qualidade do DNA extraidmatrial extraido foi aplicado em gel
de agarose 1% juntamente com marcadores de pesmutawl LowMass DNA Ladder,
(Invitrogen®), que permitiram posterior comparagi migracdo e da intensidade das
bandas.

Reacédo de amplificacao

A diversidade genética mitocondrial foi estudadaw#ts do sequenciamento de
parte dos genes mitocondriais ribossomais 12S (t[#fH e 16S (x 450 pb) de 65 e 72
individuos deC. vacariensisrespectivamente. Foram utilizados os iniciadd2Sa, 12Sb,
16SaR e 16Sd usados por REEDER (1995) nas condici@das no anexo |lll.
Inicialmente, a variabilidade molecular de um teocesegmento (citocromb, + 350 pb)
foi avaliada para 35 individuos de. vacariensis porém, por apresentar as mesmas
relacdes filogenéticas que os fragmentos 12S gd@fperavam entre os clados e devido a
problemas de amplificacéo, o citocroiméoi retirado da analise final.

As reacbes de amplificacdo por PCRolymerase Chain Reactiprforam
realizadas no termociclador MJ Research PTC-200,\a@ume total de 20 pL, composto
por aproximadamente 30 ng de DNA, 0,2 uM de tang&dCR 10X, 0,2 uM de cada
iniciador, 0,2 UM de cada dNTP, 0,6 mM de MgQ@l U de Taq Platinum (Invitrogen®) e
H,O Mili-q para completar o volume. As amplificagdesam conferidas em gel de agarose
1% e estas foram consideradas bem sucedidas quapdmuto se encontrava em uma

concentracao superior a 60 ng/puL. Os produtos fgrariiicados com acetato de amonio
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para posterior sequenciamento no MegaBACE 1000 [@¢4uencer (GE Healthcare®)
(anexo llI).

Os fragmentos amplificados foram sequenciados pgs sgntidos (senso e anti-
senso). A confirmacéo da qualidade das sequéraiasdlizada manualmente no programa
Chromas Lite 2.01 (TECHNELYSIUM PTY LTD., 2005) gyando possivel, foi gerada a
fita consenso com os programas Phred (GREEN & EWIR@®?2) e Phrap (GREEN,
1999). O alinhamento das sequéncias foi realizado @ programa Clustal W (HIGGINS
et al, 1994) através da interface do programa Mega MURA et al, 2007).

Grupo externo

Em estudo recente, GIUGLIANO (2009) analisou aag@s filogenéticas dentro
do géneroCnemidophorus Para a andlise do complexacertoides ndo foi possivel
conseguir amostra d€. leacheie essa espécie nado foi incluida na filogenia dpar
Assim, C. vacariensisfoi posicionada como a espécie irma das outras @spécies
analisadas, da seguinte maneireC. ({(acertoides C. serranuy C. vacariensis Por
apresentar maior proximidade geogréafica com a esmiEste estuddC. lacertoidesfoi
escolhida e utilizada neste trabalho como grupereat nas analises moleculares. As
sequéncias dos genes 12S e l6Ed&acertoidesforam publicadas por REEDE& al.
(2002) e acessadas através do GenBank (12S: ansa8046437; 16S: acesso n°
AY046479).

Analises de diversidade molecular e testes de nealidade

Sessenta e cinco e 72 individuos @e vacariensisforam sequenciados e
analisados para os genes 12S e 16S, respectivaftadrgla 2; anexo V). Quando os dados
das duas sequéncias foram tratados juntos (comchts); esse numero passou para 58
individuos (tabela 2; anexo 1IV). Os exemplares tedies foram agrupados por localidade

de forma a usar a procedéncia para definir popatagéograficas.
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Tabela 2. Nimero de exemplares@eemidophorus vacariensipor
procedéncia, usados nas analises genéticas.

Local de coleta 12S 16S 12S + 16S
Bom Jesus/RS 18 21 18
Vacaria/RS 4 6 4
Campestre do Tigre/RS 7 6 6
Pedra Lisa/RS 4 5 4
Jaquirana/RS 3 4 3
Campo Belo do Sul/SC 11 14 10
S&o Joaquim/SC 4 5 4
Capéo Alto/SC 11 9
Canddi/PR 3 2 1
65 72 58

Legenda: RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa CatdPiRaParana. Campestre
do Tigre e Pedra Lisa séo localidade de S&o Fiandis Paula/RS.

Os indices de polimorfismos das sequéncias, tamocmumero de sitios
segregantes, numero de transicdes e transversidetestes de neutralidade das sequéncias
(D de Tajima [TAJIMA, 1989] e Fs de Fu [FU, 1997para os dados separados e
concatenados, foram realizados no programa Arle§uid (EXCOFFIERet al, 2005).
Quanto aos grupos populacionais, os dados forandathas de duas formas: (1) com todas
as amostras reunidas em um uUnico grupo e (2) caamastras separadas em dois grupos
(grupo Rio Grande do Sul e grupo Santa CatarinapdGi/PR constituiria um terceiro
grupo, mas nao entrou nas analises realizadas ngrupos separados por estar
representado apenas por um individuo para os seégseancatenados. Os graficos da
distribuicdo dosmismatchs (ROGERS & HARPENDING, 1992) foram gerados no
programa DnaSP 4.10 (ROZA& al, 2003) com os dados concatenados e usando duas
abordagens: (1) com toda a amostra sendo tratada gma Unica populagéo e (2) com os

dois maiores clados (clados 2 e 3; ver Resultdapsas 7 e 8) analisados em separado.

Andlises de estruturacdo populacional

Apbs a realizacdo de testes exploratorios e vagfio de que os dois segmentos
mitocondriais (12S e 16S) recuperaram as mesmag;0ed filogenéticas entre as
populacbes amostradas, decidiu-se por realizar nédises seguintes com os dados

concatenados.
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Para avaliar a estruturacdo populacional, foi zadk uma AMOVA (Analise de
Variancia Molecular) (EXCOFFIERt al, 1992) usando o método de distancia par-a-par
com trés dos quatro grupos formados: (1) as tr@slpgdes de Santa Catarina, (2) trés
popula¢gbes do Rio Grande do Sul (Vacaria, Bom Jeddampestre do Tigre) e (3) duas
popula¢gdes do Rio Grande do Sul (Pedra Lisa e )i A populacdo procedente do
Parana foi excluida da analise por estar repred@mpar apenas um individuo e, assim, ndo
se adequar ao teste. O nivel de distancia gergiita os pontos amostrais foi averiguado
através de uma andlise de estruturacao par-a-parocindice kr (WRIGHT, 1921) e
conduzida no programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIERal, 2005). A rede de distancia,
calculada com o algoritmdedian JoiningBANDELT et al, 1999) no programa Network
45.1.6 (FLUXUS TECHNOLOGY LTD., 2009), foi criadpara representar a mais

provavel relacdo entre os haplotipos.

Andlises filogenéticas

Trés abordagens de analise filogenética foranzatiis: maxima verossimilhanca
(ML), usando o programa Garli 0.96b (ZWICKL, 2008)xima parciménia (MP), usando
o programa NONA (GOLOBOFF, 1999) com a interfacen@fada 1.0 (NIXON, 2002) e
métodos bayesianos (BI) usando o programa MrBaye&s2 v(RONQUIST &
HUELSENBECK, 2003). Com fins de otimizar a real@acdas analises, um anico
representante de cada haplotipo foi mantido e p#otigos repetidos foram eliminados
(tabela 3). Assim, a arvore final apresenta mendwiduos do que o total amostrado, mas

possui todos os haplétipos encontrados.
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Tabela 3. Individuos deCnemidophorus vacariensisepresentantes de cada haplétipo
encontrado e exemplares retirados das analisgefiifgicas, com sua procedéncia.

Individuo representante do Exemplares denesmohaplotipo retirados das analises*

haplotipo*
Bom Jesugvac0l_BJ_RS) Campestre do Tig@yac140_SF_CT_RS)
Bom Jesugvac02_BJ RS) Bom Jesugvac05_BJ_RS)

Bom JesugVacl25 BJ RS)
Campestre do Tigrecvac139_SF_CT_RS)

Vacaria(Vac127_VAC_RS, Vac131_VAC_RS)
Campestre do Tigr€Cvacl44 SF_CT_RS)

Bom JesugCvac128 BJ RS, Cvac133_BJ_RS)
Vacaria(Vac134_VAC_RS)

Campestre do Tigr€Cvac143_SF_CT_RS)
Campo Belo do SyCvac154 CBS_SC)

Bom Jesug$vac03 BJ RS)

Bom Jesug$vac04 BJ RS)

Bom JesugCva06_BJ_RS)

Bom Jesug¢vacl89 BJ RS) Bom JesugCvacl190 BJ RS)
Campestre do Tigre Campo Belo do Sul
(Vacl45_SF_CT_RS) (Vacl55 CBS_SC, Vacl56_CBS_SC, Cvacl64 CBS_SC)

Pedra LisgVac152_SF_PL_RS) Pedra LisgCvac150_SF_PL_RS, Vac153 SF_PL_RS)

JaquirangCvac1126_JAQ RS)  JaquirangCvac313_JAQ RS, Cvac314_JAQ_RS)

Campo Belo do Sul Campo Belo do Sylcvac170_CBS_SC)
(Cvacl162_CBS_SC) Capao Alto(Cvac182_CA_SC)

Capéo Alto(vVac173_CA_SC, Vacl74_CA_SC,
Vacl79 CA_SC, Vacl80 CA_SC, Cvacl84 CA_SC)
Sao JoaquimQvac816_SJO_SC, Cvac817_SJO_SC,
Cvac820_SJO_SC, Cvac822_SJO_SC)

Legenda: *entre parénteses, os cédigos relativosndenclatura utilizada na arvore filogenética. BJ,
Bom Jesus; CA, Capéao Alto; CBS, Campo Belo do Silil, Campestre do Tigre; JAQ, Jaquirana; PL,
Pedra Lisa; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa @ata®iF, Sdo Francisco de Paula; SJO, Sdo Joaquim.

Capéo Alto(vacl72_CA_SC)

Para andlise de MP, foi utilizado o algoritmo dedauheuristicaree bisection-
reconnectionTBR), com 1.000 réplicas (mult*N), retendo trégadies por réplica (hold/3)
e podendo reter até 10.000 arvores. As arvoresnigude parcimoniosas foram submetidas
a um consenso estrito. O suporte de cada claddtaietsu das analises por MP foi
determinado, conforme FELSENSTEIN (1985), pootstrap(1.000 réplicas, 100 mult*N,
hold/10).

Para andlise de ML, o modelo de evolu¢cdo TIM3+CGofaiais apropriado para os

segmentos mitocondriais concatenados conformeéiméea do programa jModelTest 0.1.1
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(POSADA, 2008) através do critério de informacaoAdaike (AIC) (AKAIKE, 1974).
Foram realizadas quatro buscas usando os parampanic®o do programa e o suporte dos
ramos foi determinado com 500 réplicasdhdetstrap(FELSENSTEIN, 1985).

Para a analise BI, foi utilizado o modelo de evatu@GTR+I+G, que € mais
complexo do que o inferido (TPM3uf+G) pelo prograjiviodelTest 0.1.1 (POSADA,
2008) atraves do critério de informacao bayesian&chwarz (BIC) (SCHWARTZ, 1978)
porgue permite a entrada de seis taxas de frequéeainutacdo de bases nucleotidicas em
vez de trés. A utilizacdo de um modelo mais comphlix que o apontado pelo programa se
justifica pela inexisténcia deste modelo dentro d@sponiveis para uso no programa
MrBayes 3.2, e pela evidéncia de que o uso de udelm@om excesso de parametros na
analise Bayesiana nao afeta negativamente a infar@HUELSENBECK & RANNALA,
2004). A anélise Bayesiana iniciou gerando arvateatérias e prosseguiu por 20 X 10
geracoes. As arvores foram amostradas a cada §€@@oes, produzindo um total de
20.000 arvores. Duas corridas independentes foranduzidas, e as primeiras 2.000

arvores foram descartadas cobuwn-in.

IV. 4. Andlises Morfoldgicas

Um total de 89 exemplares @e vacariensigoram comparados com relacao a 25
parametros de contagem de escamas. As variavesl&snsao usualmente utilizadas para
discriminar espécies dentro do génefonemidophorus (AVILLA-PIRES, 1995;
CABRERA & CARREIRA, 2009; COLLIet al, 2003) e dentro de outros géneros da
familia Teiidae (AVILLA-PIRES, 1995; TAYLORet al, 2005; WERNECKet al, 2009),
com algumas adaptacbes desenvolvidas durante ejgaento deste projeto. Para os
parametros pares, as contagens foram tomadas dodisglto do corpo do animal. A
seqguir, sdo listadas as contagens realizadas:s¢ias dorsais granulares longitudinais
(contadas na altura da 152 escama ventral), (Aqescdorsais granulares transversais, (3)
escudos ventrais longitudinais, (4) escudos ventransversais, (5) escudos parietais e
interparietal, (6) escamas supraoculares, (7) essaupraciliares, (8) escamas supralabiais
pequenas, (9) escamas supralabiais grandes, (t@mas infralabiais pequenas, (11)
escamas infralabiais grandes, (12) soma das péwindascamas maiores do mento) nas

duas fileiras, (13) escamas gulares granulares ma linha ao longo do mento, (14)
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escamas gulares granulares margeando as pés-nigRisijas de escamas mesoptiquiais
(escamas maiores entre as gulares do mento e aasplgentrais), (16) escamas
préfemurais, (17) escamas infratibiais, (18) essapié-cloacais pequenas, (19) escamas
pré-cloacais grandes, (20) escamas ao redor da ¢eodtadas na 52 fileira apds a cloaca),
(21) escamas subcaudais (contadas somente pase@moplares com cauda integra), (22)
soma de todas as escamas, inclusive ocipitais, @mato com o perimetro externo das
escamas parietais e interparietal, (23) lamelagigithis no 4° artelho do membro posterior
direito, (24) lamelas subdigitais no 4° artelho dembro anterior direito. Além desses
parametros, também foram contados os (25) nimerg®is femurais na coxa esquerda.
N&o ha diferenca entre o nimero de poros femuesscdxas direita e esquerda, para um
mesmo individuo (REZENDE-PINT& al, 2009).

Analises estatisticas

Os dados morfologicos foram tratados, inicialmertigavés de duas analises
canodnicas: (1) Analise de Redundancia e (2) Anacse Componentes Principais. Com a
Andlise de Redundancia (RDA), buscou-se discrimigaais as variaveis que mais
contribuem para a variancia das amostras estudadfige percentagem desta variancia é
explicada pelas variaveis ambientais (TER BRAAKB8) representadas neste estudo pela
procedéncia dos animais. Com a Andlise dos Compesidtrincipais (PCA), também se
procurou determinar quais as variaveis que maidriboem para a variancia das
populagdes amostradas, porém a composi¢cado dossgseparadoa priori (neste caso, a

procedéncia dos individuos) néo é levada em comrgide pelo teste.

A RDA foi realizada no programa Canoco 4.5 (TER B¥RA& SMILAUER,
2002) e o resultado foi visualizado no programadleiaw (TER BRAAK & SMILAUER,
2002). O diagrama gerado pela RDA apresenta cadaveh(neste estudo, as variaveis
morfoldgicas e os locais de procedéncia dos anjmaimo um vetor plotado sobre os dois
principais eixos de ordenacdo, onde o comprimerdovetor € proporcional a sua
importancia e o angulo entre o vetor e cada eixerdenacgéo representa o seu grau de
correlagdo com o eixo.

Os dados a serem analisados em uma RDA devemgserizados em matrizes e

estas ndo podem conter dados faltantes. Assinrj@avgbescamas subcauddisi removida

19



do teste porque continha 42 individuos com dadibsntas, ja que essa contagem é feita
apenas para os exemplares com cauda integradiete&o-regenerada).

Foi feita uma RDA inicial, controlando a variavekxo + idade) e retirando 15
exemplares que ndo puderam ser sexados devidaiamsgrimento rostro-cloacal muito
pequeno. Essa andalise mostrou que apenas 6% @gaaninorfoldgica é explicada pela
variavel (sexo + idade). Assim, decidiu-se retiessas variaveis do teste e refazé-lo

adicionando os 15 exemplares nao-sexados.

A PCA foi realizada no programa Past 1.97 (HAMME&Ral, 2001). Para os dois
primeiros componentes da PCA, duas variaveis (eamsatorsais transversais e escamas
dorsais longitudinais) destacaram-se por mais enfiiar a distribuicdo das amostras no
diagrama. No programa SigmaStat 3.5 (JANDEL COR®GOG), testes-t foram realizados
para verificar a presenca de dimorfismo sexuaCewacariensipara essas duas contagens
e, assim, validar as comparac0des feitas com ogithais de ambos os sexos juntos. Com o
objetivo de testar se as variacdes existentesgsaes contagens podem ser correlacionadas
com os locais de procedéncia dos individuos, focamstruidos, no Excel, graficos de
dispersao para machos, fémeas e ambos. Essa aordapu identificar a existéncia de

possiveis diagnoses que permitissem diferenciarseguaranca as populacgoes.

V. RESULTADOS

V. 1. Coleta dos animais: Modelagem de nicho ecolog

A modelagem de nicho ecoldgico efetuada no predesivalho (AUC = 0,992,
figura 5) sugere que a presencaevacariensigealmente se limita aos Campos de Cima
da Serra, no sul do Brasil. O limite norte da dsicao da espécie, inferido pelo programa,
€ a regido sul do Parana, onde ha registro cordompara Candéi. O mapa gerado sugere
altas probabilidades de ocorréncia @evacariensisnas regides dos campos de altitude
gaucho e catarinense e baixas possibilidades deéac@ da espécie no centro-oeste
catarinense e sul do Parana. A tabela 4 apresentpoatancia de cada uma das variaveis

utilizadas nos resultados obtidos.
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Figura 5. Mapa de modelagem de nicho ecoldgico garemidophorus vacariensisom sua
probabilidade de ocorréncia)(Locais com registro confirmado para a espécie.

Tabela 4. Variaveis consideradas e percentual deilsoicdo de cada uma delas na
modelagem de nicho ecolégico @aemidophorus vacariensis

Variavel Contribui¢éo (%)
BIO 14 — Precipitacdo do més mais seco 37,8
ALT — Altitude 25,3
BIO 08 — Média de temperatura do trimestre maigdomi 15,8
BIO 05 — Tamperatura maxima do més mais quente 6,9
BIO 04 — Temperatuza sazonal 3,9
BIO 02 — Média diurna (temp. max — temp. min.) 3,5
BIO 15 — Precipitacdo sazonal (coeficiente de gaoa 2,1
BIO 03 — Isotermalidade 1,2
BIO 10 — Média da temperatura do més mais quente 1
BIO 09 — Média da temperatura do trimestre maie sec 1
BIO 01 — Temperatura média anual 0,5
BIO 06 — Temperatura minima do més mais frio 0,4
BIO 07 — Variacédo anual de temperatura 0,3
BIO 19 — Pracipitacdo do trimestre mais frio 0,2
BIO 11 — Média da temperatura do més mais frio 0,1
BIO 12 — Precipitacdo anual 0
BIO 17 — Precipitacdo do trimestre mais seco 0
BIO 13 — Precipitacdo do més mais Gmido 0
BIO 18 — Precipitacdo do trimestre mais quente 0
BIO 16 — Precipitacdo do trimestre mais Umido 0
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V. 2. Anélises Moleculares

Analises de diversidade molecular

Apés edicao e alinhamento das sequéncias dos d@%se 16S, fragmentos de
326 e 466 pares de bases (pb) foram analisado$paga’2 individuos d€. vacariensis
respectivamente. Para os dados concatenados, fuvados no total 792 pb, sendo 43
locos polimérficos: entre as mutacdes, 40,48% dransicdes, 35,71% eram transversdes
e 23,81% eranndels(eventos de insercdo/delecéo). Para a espécie wontodo, o indice
de diversidade genética (haplotipica) foi de 0,9449,0173. Quando analisados em
separado, os grupos do Rio Grande do Sul e Santair@a apresentaram indices de

diversidade haplotipica semelhantes.

Andlises de estruturacéo populacional

A rede de haplétipos apresentou quatro clados aamespondéncia geogréfica
bem definida (figura 6). No Parana, a localidageesentada pelo clado 1 (composto por
um individuo) esta distante 300 quildmetros da fau@o mais préxima (Campo Belo do
Sul, SC) e exibe um haplétipo exclusivo. O cladé 2omposto por individuos das trés
localidades catarinenses amostradas (Sao Joagapao@\lto e Campo Belo do Sul), que
estdo separadas das localidades gauchas pelo RiasPeOs individuos coletados em
Capéao Alto compartilham haplotipos com aqueles gentes de Sdo Joaquim e Campo
Belo do Sul, além de apresentarem dois haplotiposigivos. Em Campo Belo do Sul, os
exemplares analisados apresentam sete haplétipesquis dois estdo relacionados ao
clado 2 e cinco, ao clado 3 (dois exclusivos e ¢mapartilhados com outras localidades
gauchas), indicando uma possivel presenca de fij@xico. No Rio Grande do Sul, os
exemplares provenientes de Vacaria, Bom Jesus e@&3am do Tigre compartilham os
haplotipos mais frequentes do clado 3, enquantdadoc4 esta isolado das demais
localidades presentes no clado 3 pelo Arroio SaméTdafluente do Rio das Antas).
Quando comparadas ao clado 3, Pedra Lisa, maisinmaéxyeograficamente (11
quildmetros) de Campestre do Tigre, apresenta tipptdmais distantes do que Jaquirana,
afastada 43 quilometros de Campestre do Tigreréig). O grupo externo, representado
por um individuo de&Cnemidophorus lacertoidegsta distante 32 passos mutacionais de
Canddi, PR (clado 1), 25 passos mutacionais dm@ael 26-25 mutagcdes dos clados 3 e 4,

respectivamente (figura 6).
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Figura 6. (A) Rede de haplétipos dos genes 12S @ d#hcatenados para 58 individuos de
Cnemidophorus vacariensesgrupo externoQ. lacertoides GE). O tamanho dos circulos indica a
frequéncia dos haplétipos. Vetores médios repraseitaplotipos extintos ou ndo amostrados.

Uma mutacdo ndo é mostrada, duas mutacfes saceefadas por dois tracos. (B) Mapa
mostrando as localidades de coleta.
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A AMOVA foi estatisticamente significativa para &és comparacdes e indicou
que 44,74% da variacdo total da amostra foi degidtivisdo entre os clados 2, 3 e 4;
24,45% da variacdo estava distribuida entre aslages dentro dos trés grupos; e o

restante (30,82%) deveu-se a variacdo amostral&&l.

Tabela 5. Resultados da AMOVA paaemidophorus vacariensis

Fonte da variagéo GL % Estatistica@

Entre grupos 2 44,74  (pct: 0,44735, p = 0,012 + 0,003
Entre populagbes dentro dos grupos 6 24,45 (sc: 0,44238, p < 0,000
Entre populagbes 49 30,82 (st: 0,69183, p < 0,000

Legenda: trés grupos (clados 2, 3 e 4); GL, grausbdrdade; %, porcentagem da variacao.

A divergéncia entre os locais amostrados, medida@amparacdes par-a-par dos
valores de &, foi significativa para 21 das 36 comparacOeszadhs (tabela 6). Usando
o critério sugerido por WRIGHT (1978), Vacaria mmost pouca diferenca (<0,05) em
relacdo a Bom Jesus e Campestre do Tigre; mas Gampe Tigre e Bom Jesus exibiram
divergéncia moderada (0,077), de modo que considsraxemplares coletados nessas trés
localidades como uma Unica populacdo é uma infex&ue deve ser feita com ressalvas.
Ainda entre as localidades galchas, as maioreed{fas ocorreram quando Pedra Lisa e
Jaquirana estiveram envolvidas nas comparacdese Batlocalidades catarinenses, S&o
Joaquim e Capéo Alto mostraram diferenca alta esitrenquanto Campo Belo do Sul
mostrou diferenca muito alta (>0,49) tanto de Cap#io como de S&o Joaquim. A
diferenciacdo genética de Canddi em relacdo asldralidades foi sempre muito alta
(>0,6) ja que o exemplar proveniente dessa loa#didhifere dos demais por muitos passos
mutacionais (de 13 a mais de 20). Conforme o itde WRIGHT (1978), as comparacoes
entre localidades de clados distintos mostraranergéncia muito grande (>0,79) com
excecdo daquelas em que Campo Belo do Sul estavdviela, ja que essa localidade

apresenta individuos que pertencem tanto ao clado® ao clado 3.
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Tabela 6. Comparacdes par-a-par dos valores-debfidos a partir da distancia entre os haplétipos
dos genes 12S e 16S concatenados entre as popudaigéstradas denemidophorus vacariensis
Rio Grande do Sul Santa Catarina Parana
BJ CT JAQ PL VAC SJO CA CBS CAN
n=18 n==6 n=3 n=4 n=4 n=4 n=8 n=10 n=1
BJ -
CT 0,077 -
JAQ 0,547 0,824 -
PL 0,711 0,889 0,930 -
VAC -0,029 -0,067 0,707 0,839 -
SJO 0,801 0,946 1 0982 0,91 -
CA 0,799 0,885 0,885 0,908 0,856 0,190 -
CBS 0,223 0,16 0,305 0,561 0,081 0,496 0,544 -
CAN 0,832 0,944 1 0974 0,882 1 0,898 0,626 -

Legenda: em negrito, as comparagbes com P < 0,0&nNinho da amostra; BJ, Bom Jesus; VAC, Vacaria,;
CT, Campestre do Tigre; PL, Pedra Lisa; JAQ, Jagair CBS, Campo Belo do Sul; CA, Capéao Alto; SJO,
Sao Joaquim, CAN, Canddi.

Testes de neutralidade

Os testes de neutralidade, calculados tanto pdistrébuicao total como para os
grupos de Santa Catarina e Rio Grande do Sul rdicaram qualquer sinal de que as
sequéncias tenham evoluido sobre pressdes sel&ivalsela 7 apresenta os resultados das
analises de diversidade para todas as amostrdadadee também para os dados separados
em dois grupos (Rio Grande do Sul e Santa Catarina)

Tabela 7. Resultados das analises de diversidadeopagenes 12S e 16S (individuais e de forma
concatenada) dénemidophorus vacariensisg distribuicdo total da espécie (T) e nos grupos R
Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC).

N LV h Hd s
12S (T) 65 14 07 0,7385 £ 0,0341 0,010157 + 0,00586
16S (T) 72 29 25 0,9245 £+ 0,0161 0,008675 + 0,08485
12S + 16S (T) 58 42 29 0,9449 +£0,0173 0,00902 064761
12S + 16S (RS) 35 19 15 0,8958 + 0,0367 0,00495,082831
12S + 16S (SC) 22 16 10 0,8918 + 0,0395 0,007004a3941

N, nimero de sequéncias; LV, nimero de locos waigavh, nimero de haplétipos; Hd, diversidade
haplotipica;m, diversidade nucleotidica.
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Figura 7. Graficos da distribuicdo dossmatchspara os genes 12S e 16S concatenados. (A)
Distribuicéo total. (B) Clado 2. (C) Clado 3. Espperado; Obs, observado.

O gréfico de distribuicdo damismatchsmostra, para a distribuicdo total @e
vacariensis(figura 7A), um padrdo multimodal, com dois picd®®a de frequéncia e um
menor entre eles, indicando a presenca de maistdguracdo populacional. Assim, os
gréficos foram gerados separadamente para os do@asn clados (figuras 7B e 7C) e
mostraram uma distribuicdo das diferencas nucleasdpar-a-par entre as sequéncias
semelhante ao esperado em populacbes que passaraneventos de expansao
populacional e/ou territorial (ROGERS & HARPENDINTR92).
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Andlises filogenéticas

A andlise por Maxima Parcimdnia recuperou seisras/mais parcimoniosas com
57 passos (Cl = 89; Rl = 91) e seu consenso estiitpsou 14 nés (L = 66; Cl = 77; Rl =
77). A topologia desta arvore foi coincidente agseincontradas pelas analises de Maxima
Verossimilhanca (—In = 1.476,15) e Bayesiana (-In1497,76). Neste trabalho, é
apresentada apenas a arvore de Bl (figura 8), gaaguelacdes filogenéticas recuperadas
sdo similares nas trés analises, mostrando osoqalaios bem suportados. As excecdes
séo as relagdes dentro do clado 3 (que variamritastapresentam suportes baixos) e uma
politomia, na busca por ML, entre o grupo extembaploétipo de Candéi/PR (clado 1) e os
clados (2+3+4).

O clado 1, representado por um exemplar proveniégat€anddi, aparece como
grupo-irméo dos clados (2, (3, 4). O clado 2 agtopas os exemplares de Capéo Alto e
S&o Joaquim e os seis restantes de Campo Belo lddOSclado 3 agrupa todos os
individuos de Bom Jesus, Vacaria e Campestre de T80 Francisco de Paula) e quatro
individuos (de dez analisados) de Campo Belo do @ulado 4 reldne os individuos de

Jaquirana e Pedra Lisa (S&o Francisco de Paula).

As analises filogenéticas recuperaram os mesmgmgrapresentados pela rede

de haplétipos, demonstrando concordancia entrb@sl@gens.
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Figura 8. Relacdes filogenéticas recuperadas @Gaemidophorus vacariensjgor andlise Bayesiana
(melhor arvore). Os nimeros nos ramos indicam aahitidade posterior para Bl (em preto) e os
valores debootstrappara ML (em vermelho) e MP (em verde)Valor ndo informado para Bl; clado
nao suportado para ML. CAN, Canddi/PR; CA, Capéan/8IC; CBS, Campo Belo do Sul/SC; SF PL,
Pedra Lisa, Sdo Francisco de Paula/RS; BJ, Bons/RSUVAC, Vacaria/RS; SF CT, Campestre do
Tigre, Sao Francisco de Paula/RS.
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V. 3. Analises Morfologicas

As variaveis morfolégicas tomadas para os exemplale C. vacariensissao
apresentadas com os dados agrupados por localkidgadeleta, mostrando média, desvio
padrédo e extremos das contagens (tabela 8). Osesalnostrados na tabela 8 foram
arredondados para nimeros inteiros em uma tenti\s®e aproximar da realidade, ja que
0s caracteres analisados tém distribuicdo discreta.

Os quatro primeiros eixos definidos pela RDA caldal com duas matrizes de
dados (morfologia e localidade de coleta) explicar®,6% da variagdo encontrada (figura
9). Além disso, essa analise apontou que 72,3%adacdo morfoldgica observada diz
respeito a variabilidade intraespecifica ndo relamila a localidade de coleta, enquanto que
0s 27,7% restantes encontram-se relacionados docabde procedéncia dos individuos
(R?=0,277; P = 0,0001).

A representacdo grafica dos dois primeiros eixoRD& (figura 9) mostrou as
localidades de Bom Jesus, Vacaria e Campestre gte proximas entre si, no primeiro
guadrante do diagrama. Pedra Lisa, Jaquirana e J8aquim também apareceram
préximas, no segundo quadrante do diagrama. Carafpod® Sul e Capéao Alto ficaram no
terceiro quadrante, mostrando afinidade entre iboea mais fraca que o0s outros
agrupamentos. Canddi ficou afastada das demaisidadas, sendo a Unica localidade
presente no quarto quadrante do diagrama. As asiayue mais influenciaram essa
organizacao foram as contagens dos escudos psarietanterparietal, das escamas
supraciliares, dasscamas infratibiajsdas escamas ao redor da cauda e das escamas em
contato com o perimetro externo das parietaiseggatietal.

As amostras de Canddi correlacionaram-se maisrdagens das escamas dorsais
longitudinais e escamas dorsais transversais #iQlr apresentando maior média para as
duas variaveis e maior contagem absoluta paracasnes dorsais longitudinais (tabela 8).
Quanto aos escudos parietais e interparietal, Capiésentou a maior média entre todas
as localidades (tabela 8) devido a alguns — saisumd total de nove — exemplares
analisados possuirem as escamas parietais dividddagezes na sua porgdo posterior
(figura 10A) e, as vezes, anterior (figura 10B).
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Tabela 8. Caracteres meristicos e poros femurasirtividuos deCnemidophorus vacariensidas nove localidades
amostradas. Valores indicar+ DP, com minimo e maximo entre parénteses.

Rio Grande do Sul Santa Catarina Parana
. Campestre L . Campo = Sé&o .
Variaveis B??:Jig; s \gr?c:ag)a do Tigre* Pe?nra_lgfa Ja((rq]u:lr??a Belo do Sul C(ar;])iol,g\;to Joaquim (Cr?:d;)'
(n=7) B (n=16) (n=7)
Dorsais 96 +5 97 +7 101 +6 95+8 97+6 97 +4 98+6 96 +5 106 +7
longitudinais (87-105) (85-103) (95-112) (88-113) (90-106) (91-103) (86-106) (89-103) (94-117)
Dorsais 215+9 214+ 14 213+10 215+13 214 +4 220+10 215+8 213 +4 227 +6
transversais (202—229) (193-237) (198-225) (195-235) (206-219) (201-234) (202-228) (208-219) (220-237)
Ventrais 8+1 100 10+£1 10+£1 9+1 9+1 8+0 101 9+1
longitudinais (8-10) (9-10) (8-12) (9-10) (8-10) (8-11) (8-9) (8-10) (8-10)
Ventrais 33+1 33+1 33+1 33+1 33+1 32+1 33+1 32+1 31+1
transversais (30-36) (31-34) (32-35) (31-34) (32-35) (30-36) (31-34) (31-35) (30-32)
Esc. parietaise 30 4+1 310 3+1 310 3+1 310 310 4+1
interparietal (3-4) (3-5) (3-3) (3-5) (3-4) (3-5) (3-3) (3-3) (3-6)
Perimetro 21+3 22+2 18+3 21+2 20+2 21+2 21+2 22+2 24+3
externo (16-25) (20-26) (15-22) (19-23) (17-23) (19-25) (16-23) (20-24) (20-29)
30 30 4+1 3x1 4+0 4+1 3x1 3%0 3x1
Supraoculares (3-4) (3-4) (3-4) (3-4) (3-4) (3-5) (3-4) (3-4) (3-4)

- 5+1 5+1 4+0 51 50 5+0 5+0 51 4+1
Supraciliares (4-5) (4-5) (4-5) (3-5) (5-5) (4-5) (5-6) (4-6) (3-5)
Supralabiais 51 50 4+1 50 51 5+0 5+0 50 51
grandes (4-5) (5-5) (4-5) (4-5) (3-5) (5-6) (5-5) (5-6) (4-6)
Supralabiais 6+1 8+1 7+1 6+1 5+1 6+1 6+1 6+1 7+1
pequenas (5-8) (6-10) (6-8) (5-8) (4-6) (4-7) (5-8) (5-7) (6-7)
Infralabiais 5+1 5+0 5+0 5+1 5+1 510 510 510 5+0
grandes (4-6) (4-5) (4-5) (4-5) (5-6) (4-5) (5-5) (5-6) (5-5)
Infralabiais 5+2 6+1 5+1 6+1 5+1 5+1 5+1 5+1 5+1
pequenas (2-10) (5-7) (4-7) (5-8) (4-7) (3-6) (3-6) (4-7) (4-6)
P6s-mentais 11+1 11+1 11+£2 12+£2 11+1 10+1 10+1 100 10+0

(10-14) (10-12) (10-14) (10-14) (10-12) (8-12) (9-11) (10-11) (10-11)
Gulares 34+2 38+4 33+4 34+2 39+2 35+3 35+5 34+3 37+4
granulares (30-38) (31-43) (27-39) (31-38) (38-42) (29-41) (28-44) (31-38) (32-44)
Gulares pos- 29+4 33+3 303 31+4 28+2 31+4 29+4 27+8 33+2
mentais (22-33) (29-36) (27-35) (28-41) (26-30) (25-35) (23-35) (10-33) (30-37)

L 3z0 30 3x1 4+0 30 3x1 30 3x1 4+1
Mesoptiquiais 5z (2-3) (2-4) (3-4) (3-4) (2-4) (3-4) (3-4) (3-4)
Préfemurais 11+1 12+1 12+1 13+0 12+1 12+1 12+1 12+1 11+1

(10-14) (11-14) (10-14) (13-14) (11-13) (11-13) (11-14) (12-13) (10-13)
Infratibiais 10+1 9+1 10+£1 8+1 8+1 8+1 8+1 8+1 9+1

(9-11) (7-10) (9-11) (7-9) (8-9) (7-9) (7-9) (7-9) (8-10)
Lamelas 25+2 24+1 23+1 25+1 23+1 23+2 22+3 24+1 24+1
subdigitais* (22-30) (22-25) (21-25) (24-26) (22-25) (19-27) (13-26) (23-26) (23-26)
Lamelas 14+1 174 14+1 15+1 14+1 14+1 14+2 15+2 14+1
subdigitais** (12-17) (13-25) (12-16) (14-16) (14-16) (12-17) (8-16) (13-17) (13-16)
Pré-cloacais 4+1 2+1 3+0 4+1 5+2 4+2 3+1 5+2 3+1
grandes (3-7) (1-3) (3-3) (3-5) (3-7) (3-9) 1-7) (3-7) (1-4)
Pré-cloacais 1+2 4+2 5+£2 5+£2 2+2 0x1 5+£3 5+£3 4+2
pequenas (0-6) (2-6) 4-7 (2-8) (0-6) (0-3) (0-9) (0-9) (0-6)
Ao redor 29+2 28+1 30+2 29+1 28+2 27+2 26+2 27+2 30+2
da cauda (26-32) (27-29) (27-32) (27-30) (26-32) (24-30) (22-29) (26-31) (27-33)

. 93+1 92+3 87+4 91+3 89+3 90+3 -
Subcaudais - - (91-95) (89-95) (83-94) (86-95) (81-93) (85-91)
. 10+1 10+1 10+1 11+1 10+0 11+1 10+1 9+1 10+1

Poros femurais 5 5) (9-11) (9-11) (10-12) (10-11) (10-14) (9-12) (8-10) (8-11)

N, tamanho amostralLocalidades do municipio de S&o Francisco de PaDia.4° artelho do membro posterior. **Do 4° arteltio
membro anterior.
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Figura 9. Diagrama representando os dois primeixass da analise de redundéancia baseada nos
caracteres morfolégicos e localidades de colet€memidophorus vacariensi® comprimento

dos vetores é proporcional & sua importancia egalérentre um determinado vetor e cada eixo de
ordenacdo representa 0 seu grau de correlacdo cemoo As setas e numeros em preto
representam as variaveis morfolégicas: 1, escamesaid longitudinais; 2, escamas dorsais
transversais; 3, escudos ventrais longitudinaisiegbudos ventrais transversais; 5, escudos
parietais e interparietal; 6, escamas supraocylaresescamas supraciliares; 8, escamas
supralabiais pequenas; 9, escamas supralabiaideg;ah0, escamas infralabiais pequenas; 11,
escamas infralabiais grandes; 12, soma das pOsisied3, escamas gulares granulares; 14,
escamas gulares granulares margeando as pés-mdiiaidas de escamas mesoptiquiais; 16,
escamas préfemurais, 17, escamas infratibiaised@mas pré-cloacais pequenas; 19, escamas
pré-cloacais grandes; 20, escamas ao redor da;caRdascamas em contato com o perimetro
externo das parietais/interparietal; 23, lameldxlggitais do 4° artelho do membro posterior; 24,
lamelas subdigitais do 4° artelho do membro amte®6, poros femurais. As setas e siglas em
vermelho representam as localidades. No RS: BJ, Bxsus; JAQ, Jaquirana; CT, Campestre do
Tigre, Sao Francisco de Paula; PL, Pedra Lisa,Fsancisco de Paula; VAC, Vacaria; em SC:
CA, Capao Alto; CBS, Campo Belo do Sul; SJO, Samuin. No PR: CAN, Candoéi.
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FiguraA . Visa rsal da cbe(;a de exemplaremhemidphr vacariensis
procedentes de Canddi, PR. A seta indica a escar@ab dividida.

Os trés primeiros componentes da PCA explicaram @8%ariacdo observada,
sendo 52% referente ao componente um. As variagas mais influenciaram a
distribuicdo dos pontos no diagrama representaadiois primeiros componentes foram as
escamas dorsais transversais e as escamas damsgitudinais. As variaveis gulares
granulares, gulares granulares margeandehasshiels escamas ao redor da cauda e
escamas em contato com o perimetro externo dastgare interparietal também foram
importantes. O diagrama de dispersdo gerado pela HiQura 11) mostrou alta
sobreposicéo entre 0os pontos, como esperado mhvédinos da mesma espécie, sendo que
Candoi apareceu um pouco mais discriminada daasldcalidades, indicando tendéncia

de separacgao da sua populacdo em relacdo as demais.

O teste-t que comparou machos e fémeas para o autkeeescamas dorsais
transversais indicou que os dois conjuntos de aa®shdo sdo significativamente
diferentes (P = 0,694). Ja o teste-t para a comg@arentre machos e fémeas em relacdo as
escamas dorsais longitudinais indicou diferencatisitamente significativa (P = 0,012).
Assim, optou-se por mostrar os graficos de dispegefiados tanto para machos e fémeas
separados como juntos (figura 12). Com a analiseedegraficos (figura 12), pode-se ver
gue a distribuicdo dos pontos é continua e quessivel diferenciar os lagartos através
dessas contagens de escamas.
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M Pedra Lisa
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Figura 11. Diagrama representando os dois prime&oogponentes da analise de componentes
principais baseada nos caracteres morfolégicda@enidophorus vacariensis

7

Para a localidade de Candodi, € mostrado apenas achome uma fémea nos
gréficos das andlises separadas pelo sexo, masl@aaanalise é realizada pra os dois
sexos reunidos, o tamanho amostral passa pra ndwéduos. I1sso se deve ao fato de que,
dos nove exemplares coletados, sete séo filhotésnreclodidos dos ovos e ndo puderam
ser sexados. Ainda, a fémea adulta coletada emoCémiddanificada no momento da
captura, tornando impossivel a contagem das escdaraais transversais, motivo pelo
qgual esse dado esta ausente da analise (figura 2@ ponto a ser destacado refere-se
ao numero de losangos que aparecem nos graficdesasgos representando duas (ou

mais) contagens idénticas, na mesma localidadsolsepdem e aparecem como apenas
um losango.
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Figura 12. Graficos de dispersdo das contagengestasnas dorsais transversais e longitudinais pait te
procedéncia das amostras@ieemidophorus vacariensi@) e (B), valores para machos adultos e jove@}; (

e (D), valores para fémeas adultas e jovens; (E) ealores para machos e fémeas adultos e jodn8om
Jesus; VAC, Vacaria; CT, Campestre do Tigre, Samdisco de Paula; PL, Pedra Lisa, Sao Francisco de
Paula; JAQ, Jaquirana; RS, Rio Grande do Sul; @&®po Belo do Sul; CA, Capao Alto; SJO, Sado Joaguim
SC, Santa Catarina, CAN, Canddi; PR, Parana.
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VI. DISCUSSAO
VI. 1. Diversidade molecular e testes de neutralidie

Dos 326 pares de base (pb) analisados para o géneeC. vacariensis16 sitios
foram polimérficos. Padrdao semelhante foi regigirambm 0 mesmo segmento para
Aspidoscelis tigrisgénero-irmédo d€nemidophoruspara o qual 7-17 sitios polimorficos
foram identificados, de um total de 368 pb anabsa(DESSAUERet al, 2000). Para
Lacerta dugesi(Familia Lacertidae), foram registrados 30 sipoBmorficos, dos 371 pb
analisados para 12S (BREH& al, 2003). Para o gene 16S, dos 466 pb analisadd@s. em
vacariensis 27 sitios foram poliméficos. POULAKAKISt al. (2005) registraram 76 sitios
variaveis para 16S e 135, para citocrooale um total de 925 pb analisados em estudo
comPodarcis taurica(Familia Lacertidae).

Com os segmentos tratados juntos, 42 locos foratim@dicos, dos 792
analisados. OKAMOTO & HIKIDA (2009) encontraram @eds mais altos de sitios
polimérficos para o scincidiBlestiodon japonicu$l2S: 67 pb de 385 pb analisados; 16S:
68 pb de 430 pb analisados), porém os autoresisargegue essa espécie deva passar por
uma reviséo taxondmica, pois compreende trés lertmgenéticas parapatricas. PERERA
& HARRIS (2010) estudaram a variabilidade genéticgyekkonideo africanBtyodactylus
oudrii e relataram taxas ainda mais altas de polimorfigia® sequéncias mitocondriais
(12S + 16S: 352 sitios variaveis, de 885 pb ardish 0 que se deve, provavelmente, a
esta espécie também representar um complexo deiespéu aos altos niveis de
divergéncia genética registrados para os gekkogi@dARRIS et al, 2004; RATO &
HARRIS, 2008)

Para lagartos teideos, no entanto, as taxas dag@tBmo para os genes 12S e
16S parecem ser mais baixas, como as reportadasApagiva chrysolaem&l54 pb
variaveis, dos 1.193 pb analisados para 12S e @SFORDet al, 2004),Aspidoscelis
tigris (DESSAUERet al, 2000) eC. vacariensis(este estudo). Par&nemidophorus
vanzoj lagarto endémico de duas ilhas caribenhas, FUNKA&2006) ndo encontraram
nenhuma variacdo no fragmento de 12S analisaderegaplois haplotipos para o segmento
de 16S.
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A diversidade haplotipica encontrada neste estagla ps segmentos 12S e 16S
combinados é semelhante aquelas descritas por VRTAMIOD et al. (2008) para o
citocromob e 12S em trés espécies chilenas do génetaemus(Familia Liolaemidae).
YOKE et al. (2006) analisaram a estrutura genétic&Cdemidophorus longicaudatraves
do gene mitocondrial ND4 e encontraram valores Bemnees de diversidade haplotipica.
Porém,C. vacariensiexibe niveis menores de diversidade nucleotidigando comparada

aos dois estudos supracitados.

Conforme descrito por MARJORAM & DONNELLY (1994),r&icos de
mismatchmultimodais podem indicar que a amostra analisegaesenta mais de uma
populacdo e que estas estdo separadas geografiearoemo foi verificado no grafico
feito para a amostra total dé. vacariensis(Fig. 5A) e corroborado pelas analises
filogenéticas, rede de haplétipos e pela distrfimigeografica da espécie. Quando a
separacdo dos picos na analise par-a-par € graegegte estudo), ha indicios de que ou a
taxa de migracdo € muito baixa ou o tamanho pojmmacinicial é alto (MARJORAM &
DONNELLY, 1994). Para as populacdes representaosglados 2 e 3, pode-se inferir que
estas passaram por eventos recentes de expansdacgmmml e/ou territorial (figuras 6B e
6C) (ROGERS & HARPENDING, 1992).

VI. 2. Estruturacéo populacional

O padréo filogeografico basico @ vacariensi€ caracterizado pela presenca de
quatro principais linhagens genéticas, com cormsacia geografica bem definida e
possivel presenca de pouco fluxo génico. A AMOV#eteu que a divergéncia genética
entre os clados 2, 3 e 4 ndo é profunda, comotradds paraCnemidophorus longicauda
(YOKE et al, 2006) e, ainda, que a variabilidade genética mr@da ndo se deve
essencialmente a divisdo nos clados 2, 3 e 4 earglie as populacées dentro dos clados

séo bem variaveis (24,45%).

Como indicado pelos resultados deste trabalhosacariensisexibiu um padréo
de estruturacdo genética. Na arvore dos genes 1IBS eoncatenados, a populacdo da
parte norte da distribuicdo geografica da espéoiel fseparada das populaces do resto da
sua distribuicdo. Essa separacao € fortementetadpgpoela analise de MP, mas nédo pbde

ser resolvida por ML. A divergéncia dos clados(3,e4) é bem suportada por Bl e menos
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suportada pelas andlises de ML e MP; e a sepadosiolados 3 e 4 tem alto suporte por
Bl e ML e menos por MP.

As populacbes estudadas apresentaram-se semelhamie®logicamente,
concordando com o fato de pertencerem a uma uspécie. Em relacdo a Canddi/PR,
cuja separacdo das populacbes do sul é mais amdgéicou-se a existéncia de uma
tendéncia a diferenciacdo morfoldgica que se @b alguns caracteres observados. As
demais populacdes ndo puderam ser discriminadass a@esentaram relacdes

semelhantes, em parte, aguelas exibidas pela eckapiiotipos.

Ao comparar a RDA com a rede de haplotipos, obseseo que as trés
localidades gauchas que compartilham haplétiposdi@a Bom Jesus e Campestre do
Tigre) apareceram proximas no diagrama da RDA.&Pkea e Jaquirana, que pertencem
ao clado 4, também ficaram proximas e no mesmorgoselno diagrama da RDA — a
excecdo é Sao Joaquim, que pertence ao clado 8 diagrama da RDA, ficou bem
proximo a Jaquirana. As localidades do clado 2fit@oam unidas como as dos clados 3 e
4, mas ainda assim exibiram correlagcdo semelhamte as caracteres. A localidade de
Candoi mostrou-se isolada nas duas andlises: sadeelaplotipos, ficou mais de 10 passos
mutacionais distante dos outros clados, enquanRD#& seu vetor assumiu posi¢ao Unica,
indicando correlacdo com variaveis diferentes dagusom as quais as outras localidades

se relacionaram.

O cruzamento dos resultados das andlises filogaséd morfolégicas indicou
gue a estruturacdo mostrada pela arvore dos geitesondriais pode ser identificada
morfologicamente, ainda que de maneira sutil e boewes diferencas. A arvore de DNA
mitocondrial parece refletir adequadamente a hés#vrolutiva da espécie, uma vez que ha
concordancia entre os dados moleculares e mortaégiEstudos com genes nucleares
poderiam por a prova essa sugestdo ao verificar fdepatria detectada para as fémeas
ocorre também para os machode/acariensiou se estes Ultimos estariam agindo como
homogeneizadores das populacdes. Com esses coerh&msm poder-se-a estabelecer

estratégias mais adequadas para a elaboracéo planmmde manejo paf. vacariensis

O fator predominante na determinagcdo da estrutarag@&ontrada no presente

estudo deve-se a historia de vidaQlevacariensisCARUCCIO (2008) estudou a area de
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vida de uma populacédo de lagartos dessa espédiisrafloramentos rochosos separados
por uma estrada de areia. Ainda que machos seqdesiomais que fémeas e jovens, nao
foi registrado o deslocamento de nenhum individntveeos afloramentos monitorados
(CARUCCIO, 2008). No mesmo estudo, CARUCCIO (coress) relatou que, em trés
ocasides, recapturou individuos na mesma rochaadd da captura, indicando uma relacéo
estreita destes animais com seu microhabitat. Eesabecimentos, associados aos
resultados do presente trabalho, apontam parasé€egia de um fluxo migratério muito

baixo entre as populacdes@evacariensis

VI. 3. Biogeografia

Do Paleoceno Superior ao Pleistoceno Inferiorjraacho sul da América do Sul
passou de quente, imido e ndo-sazonal para fdo,eseazonal, e os biomas alteraram-se
de florestas tropicais para estepes (ORTIZ-JAUREBIR & CLADERA, 2006). Foi
nesse cendrio que ocorreu a diversificacdo do aphcertoides(sem as espécies do
litoral), principalmente durante o Plioceno (GIUBNO, 2009), em uma época conhecida
como a Idade das Planicies Sulinagd of the Southern Plaif®RTIZ-JAUREGUIZAR
& CLADERA, 2006]).

No Quaternério, como uma consequéncia dos cickdays, o clima frio e seco
desse periodo era interrompido por fases quentiesiaas, gerando pulsos de expansao e
retracdo dos biomas abertos, ora isolando-os,em@nectando-os (KALIN-ARROY @t
al.,, 1988; ORTIZ-JAUREGUIZAR & CLADERA, 2006). Essaaiacdo de dominancia
entre campo e floresta poderia ter fragmentadap@rsas vezes o dominio geogréfico de
C. vacariensiscomo sugere a presenca de varios haplétipossxasy ou compartilhados
entre poucas localidades. A baixa densidade anmpsite ser uma razéo para tal resultado,
porém outra explicacdo reside na dinAmica das popas pequenas e isoladas, que tendem
a perder haplétipos mais rapidamente devido a @e@nética (RIDLEY, 2006). Como 0s
individuos deC. vacariensisexibem uma forte associagdo com seu microhabitat e
deslocam-se pouco entre os afloramentos rochoaossfde floresta poderiam isolar

popula¢des préximas e antes conectadas, impedinmtdgracao e o fluxo génico entre elas.

Uma possivel relacdo histérica entre as populagbedisadas neste estudo é

descrita a seguir, de maneira especulativa. No@aad haplétipo ancestral mais provavel
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€ aguele compartilhado pelas localidades galucha&édaria e Campestre do Tigre e por
Campo Belo do Sul/SC. Assim, a populacao inicitdvesem Campestre do Tigre e migrou
em direcdo ao norte, primeiramente para Vacarieamp® Belo do Sul/SC e, em um
segundo momento, de Vacaria para Bom Jesus. O cuollmpaento de haplotipos
ancestrais entre Vacaria, Bom Jesus, Campestreggdod Campo Belo do Sul pode indicar
gue, em um periodo passado, o Rio Pelotas ndoitcauinstma barreira geogréfica para a
dispersao da espécie. O Plioceno e o Pleistoceamfépocas de clima seco e frio no sul
da América do Sul (ORTIZ-JAUREGUIZAR & CLADERA, 26D e em periodos de
glaciagao, quando o clima ficava ainda mais frieeeo e 0 mar se afastava da linha da
costa, € possivel que a vazdo dos rios diminuis#é eessasse, permitindo que a fauna

cruzasse suas margens.

Com relagéo as populagdes gauchas de Pedra Lagpieaha, tem-se um cenario
interessante: Pedra Lisa esta a 11 quildbmetrosadgp€stre do Tigre, mas exibe haplétipos
mais distintos que aqueles presentes em Jaqugaeasta a 43 quildbmetros de Campestre
do Tigre. Para explicar este padrdo, duas hipéfsetem possiveis, porém estas devem
ser consideradas com cautela devido ao baixo tamamhostral analisado (cinco
exemplares para Pedra Lisa e quatro, para JaquirfdnaA populacédo inicial estava em
Jaquirana e migrou em dire¢do ao oeste, para Redraou (2) a populacao inicial estava
em Pedra Lisa e migrou em direcdo ao leste, pap@rdaa. Nos dois casos, 0S possiveis
haplotipos compartilhados entre as localidades fofam amostrados — talvez devido a
aleatoriedade da amostragem ou a sua auséncipuigio. A localidade de Jaquirana foi
amostrada duas vezes e, em ambas expedi¢cdes a,campdmero de individuos
encontrados foi baixo indicando, possivelmente, sug populacdo seja pequena. Se tal
suposicao for verdadeira, Jaquirana pode ja tetigeio hapldtipo que esta presente em
Pedra Lisa por deriva genética. A proximidade g&foca de Pedra Lisa e Campestre do
Tigre e a concomitante auséncia de compartilhameatseus haplotipos compdem um
cenario interessante que deve ser analisado compraundidade para que seja possivel
uma melhor compreenséao das relacdes filogenétites guas populacdes, assim como dos
processos envolvidos em seu possivel isolament@lente, os cursos do Rio Tainhas e
de seu afluente Arroio dos Novilhos passam entpopslagcdes de Jaquirana e Pedra Lisa,

enquanto o Arroio Sdo Tomé (afluente do Rio dasagnpassa entre as populacbes de
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Pedra Lisa e Campestre do Tigre. Esses rios atoam barreiras ao fluxo migratorio dos
lagartosC. vacariensisporém, como mencionado na pagina anterior, emo®yteriodos

eles podem nao ter representado um fator de isatame

No clado 2, o mais provavel haplotipo ancestraijéele presente em Capéao Alto
e Sao Joaquim. Na nossa hipotese, a populacaalingtava em Sao Joaquim e migrantes
foram primeiro para Capao Alto e, em seguida, Ramapo Belo do Sul. Em Campo Belo
do Sul, os lagartos encontraram um ambiente quedagu a expansao populacional, o que
se infere pela presenca de haplotipos pouco frégsiea proximosife., um passo

mutacional) aos haplétipos ancestrais (figura 6).

A partir do Holoceno Superior, houve um aumentguentidade e frequéncia das
precipitacdes, permitindo o inicio da expansao ldaebta com Araucéria de reflgios ao
longo de rios sobre o campo (BEHLIN& al, 2009). Conforme esses autores, as
condic¢des climaticas atingiram niveis semelhantesatuais ha cerca de 1.000-1.500 anos,
guando se deu a franca expansdo da Floresta comeakia sobre o campo, inclusive em

areas elevadas.

Assim, desde a diversificagdo do grdpoertoides C. vacariensisxperimentou
ciclos de alternancia entre o campo e a floresi@s m seu habitat passou a ser mais
marcadamente ameacado a partir do Holoceno. Nockloto Superior, a floresta iniciou
um periodo de expansao sobre o campo, fragmentaedoo Holoceno Inferior e Médio,
deu-se a ocupacéo do Planalto Sul-Brasileiro g&ioseiros amerindios, provavelmente os
responsaveis pelo aumento da frequéncia de oc@rdadogo nos campos — antes raros,
iniciados por relampagos (BEHLING & PILLAR, 2007).

VI. 4. Conservagao

Mais recentemente, com a chegada dos imigrantepeus no sul do Brasil, a
pecuaria foi introduzida na regido dos Campos deaCla Serra como a principal atividade
dos colonos. O pastejo do gado afetou a vegetagitardente pela remoc¢éo da biomassa e
pisoteio, e indiretamente influenciando a intendéd@ a frequéncia das queimadas a
medida que alterava a acumulacdo de biomassa #flelrmo ambientdPILLAR &
QUADROS, 1997; FUHLENDORF & ENGLE, 2004pud BEHLING et al, 2007).

Associadas a criacdo de gado, as queimadas s@agest ha aproximadamente 150 anos

40



no final de cada inverno ou a cada dois anos eapetmente, tem selecionado espécies
vegetais e animais que apresentam mecanismos @geese defesa frente a esse disturbio
(JACQUES, 2003).

CARUCCIO (2008) relatou que os individuos @evacariensissdo capazes de
coexistir com o gado e podem se abrigar das queisnachbaixo de pedras, como registrou
na area em que conduziu seu estudo em Bom Jestmnt®w Plioceno-Pleistoceno, a
fauna do sul da Ameérica do Sul era composta pordg mamiferos pastadores (ORTIZ-
JAUREGUIZAR & CLADERA, 2006), logo € possivel e vacariensigenha evoluido e
se adaptado sob pressdes semelhantes as que @rdtealmente em uma area com

presenca de gado.

Entre os disturbios que os Campos de Cima da Sefram, a silvicultura de
espécies exoticas é o que tem maior impacto sopagssagem campestre e, provavelmente,
também sobreC. vacariensis Em tendéncia contraria as queimadas e a pecufre,
podem atuar na manutencdo da paisagem campestidLB&E et al, 2009), a
monocultura de arvores exoticas promove o isolammeada vez maior das areas de campo
(ZILLER & GALVAO, 2001). Como os campos sdo formasBremanescentes de um
periodo glacial e do Holoceno Inferior e Médio, BENG et al. (2009) sugerem que estes
devam ser protegidos e ndo sujeitos a florestarseztmo esta acontecendo no presente
momento, onde vastas areas de campo estdo serstdusdas por florestas deinnus

Eucalyptuse Acacia

Os lagartinhos-pintados ocorrem em afloramentobasms pouco extensos de
modo que Unidades de Conservacéo de pequeno tarpadbkdam ser efetivas para a sua
conservacdo. GHIZONgt al. (2009) coletaram um individuo @& vacariensisob lascas
de pedra em um afloramento rochoso as margensddaiaoBR-116. No entorno do local
de coleta havia pastagens a perder de vista, geafgque aqueles afloramentos com
vegetacdo campicola remanescente somente resigiinaestar a margem da rodovia, fora

dos limites das propriedades particulares destsageecuaria (BERNILS, com. pess.).

Outro local de registro dé. vacariensi® um afloramento rochoso localizado no
Municipio de Vacaria (28°33'S, 50°42'W) dentro dmaipropriedade particular na qual a

monocultura de pinus ocorre desde 2002/2003. A lpg@a deC. vacariensiglessa area
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foi objeto de estudo de trabalhos com dieta e tem&o, quando a plantacdo das arvores
exoticas estava em estagio inicial, entre 200406 2Bm 2009, quando a regido foi visitada
novamente, ndo foi possivel ver os afloramentotiasas a partir da estrada, pois as
arvores de pinus ja estavam altas, de modo qua podsivel chegar nessa regido porque a
mesma era conhecida pelos pesquisadores (SCHOSSI0ER, pess.). Os afloramentos
rochosos pequenos localizados nas areas florediadas completamente sombreados em
pouco tempoile., menos de dez anos), o que afeta diretamenteneregulacdo dos
lagartos da espéci€. vacariensis— que sao tigmotérmicos, ou seja, usam o calor

armazenado pelas rochas como principal fonte ae.cal

A definicdo de ESUs e MUs

Para usar a informagédo genética corretamente, sfedistinguir entre dois tipos
de unidades de conservacéo, ambas importantes pagaejo: ESUs, mais inclusivas, com
foco na estrutura populacional histérica e nasssdades da conservacéo a longo prazo; e
MUs, menos inclusivas, com foco na estrutura papoel atual e em questdes de manejo
a curto prazo. Para o reconhecimento de ESUs, MDR1994) sugere que estas devam
ser reciprocamente monofiléticas para o DNA mitoc@mh e mostrar divergéncia
significativa nas frequéncias de alelos nucleasxstando a classificacdo errbnea de

populac¢des ligadas por fluxo genético nuclear nd@smitocondrial.

Embora este estudo ndo tenha abrangido marcadecésares, sugere-se que as
populacdes d€. vacariensigpresentes em Canddi (PR), Jaquirana e PedraR&gasgjam
consideradas ESUs, ja que apresentam monofilia retegdo ao haplotipo mitocondrial
analisado. Conforme a divergéncia apresentada oraparacdes dos valores der,Fas
demais populacdes podem ser consideradas MUs;ezessig que Vacaria e Bom Jesus
sejam consideradas como uma Unica MU, tanto podiéogirem quanto ao valor deF

como por serem muito proximas geograficamente {6metros).

A exemplo da variabilidade mitocondrial exibidagsepopulacdes estudadas de
C. vacariensis pode-se inferir que a regidao dos Campos de Cim&eafra tem grande
importancia como fonte de diversidade genéticgpeesenta uma histéria evolutiva Unica
gue ndo deve ser negligenciada. Os resultadosempae®s neste trabalho somados aos

conhecimentos prévios acerca da historia de vida dacariensigornecem subsidios para
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a implantacdo de Unidades de Conservacdo que gmote$sa espécie e os Campos de
Altitude, enquanto as crescentes ameacas que edsethvem sofrendo tornam tais

medidas urgentes.
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ANEXO |
Lista do material examinado

Cnemidophorus vacariensiéexemplares) — Brasil: Estado do Parana, Municigéo Candéi
(UFRGS 5074, UFRGS 5075, UFRGS 5078, UFRGS 507®@&8-5080, UFRGS 5081, UFRGS
5099, UFRGS 5100, UFRGS 5101); Estado do Rio GratweSul, Municipio de Bom Jesus
(UFRGS 4561, UFRGS 4562, UFRGS 4563, UFRGS 456 8RG8 4565, UFRGS 4566, UFRGS
4567, UFRGS 4780, UFRGS 4781, UFRGS 4782, UFRGS,4UBRGS 4784, UFRGS 4785,
UFRGS 4886, UFRGS 4887, UFRGS 4888, UFRGS 4889,G8-R890, UFRGS 4891, UFRGS
4892, UFRGS 4893, UFRGS 4894, UFRGS 4895); JaquithiFRGS 4919, UFRGS 4920,
UFRGS 5271, UFRGS 5272, UFRGS 5273, UFRGS 5274,G8-B275); S&o Francisco de Paula,
Vila Rural Cazuza Ferreira, Localidade Campestrd@idoe (UFRGS 4809, UFRGS 4810, UFRGS
4811, UFRGS 4812, UFRGS 4813, UFRGS 4814, UFRGS)4&4a0 Francisco de Paula, Vila
Rural Cazuza Ferreira, Localidade Pedra Lisa (UFR&S, UFRGS 4817, UFRGS 4819, UFRGS
4820, UFRGS 4822, UFRGS 4823); Vacaria (UFRGS 4UERGS 4721, UFRGS 4722, UFRGS
4723, UFRGS 4724, UFRGS 4725, MCP 10465 (parati@P 10466 (holdtipo), MCP 10467
(parétipo), MCP 10468 (paratipos)); Estado de S@uat@rina, Municipio de Campo Belo do Sul
(UFRGS 4860, UFRGS 4861, UFRGS 4862, UFRGS 486R@8-4864, UFRGS 4865, UFRGS
4866, UFRGS, 4867, UFRGS 4868, UFRGS 4869, UFRB®),4UFRGS 4871, UFRGS 4872,
UFRGS 4873, UFRGS 4874, UFRGS, 4875); Capao AlteRGS 4839, UFRGS 4840, UFRGS
4841, UFRGS 4842, UFRGS 4843, UFRGS 4844, UFRGS%,48ERGS 4846, UFRGS 4847,
UFRGS 4848, UFRGS 4849, UFRGS 4850, UFRGS 4851,G8-R852, UFRGS 4853 UFRGS
4854); Sao Joaquim (UFRGS 5196, UFRGS 5197, UFREEB,5UFRGS 5199, UFRGS 5200,
UFRGS 5201, UFRGS 5202).

Cnemidophorus vacariensisnaterial genético) — Brasil: Estado do Parananidpio de Candéi
(UFRGST 588, UFRGST 589, UFRGST 611, UFRGST 612RGST 613, UFRGST 614,
UFRGST 630, UFRGST 631, UFRGST 632); Estado do®iande do Sul, Municipio de Bom
Jesus (UFRGST 125, UFRGST 126, UFRGST 128, UFRGHT WFRGST 132, UFRGST 133,
UFRGST 135, UFRGST 136, UFRGST 138, UFRGST 188, GFR 189, UFRGST 190,
UFRGST 191, UFRGST 192, UFRGST 193, UFRGST 194, GSR 195, UFRGST 196,
UFRGST 197, UFRGST 198, UFRGST 199, UFRGST 200, GER 201, UFRGST 202);
Jaquirana (UFRGST 313, UFRGST 314, UFRGST 1124,&%R1125, UFRGST 1126, UFRGST
1127, UFRGST 1128); Sao Francisco de Paula, Vil@lRTazuza Ferreira, Localidade Campestre
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do Tigre (UFRGST 139, UFRGST 140, UFRGST 141, UFRA82, UFRGST 143, UFRGST
144, UFRGST 145); Sao Francisco de Paula, Vila RDezuza Ferreira, Localidade Pedra Lisa
(UFRGST 146, UFRGST 147, UFRGST 148, UFRGST 149RG@S&T 150, UFRGST 151,
UFRGST 152, UFRGST 153); Vacaria (UFRGST 124, UFRAR7, UFRGST 129, UFRGST
131, UFRGST 134, UFRGST 137); Estado de Santa i@atdvlunicipio de Campo Belo do Sul
(UFRGST 154, UFRGST 155, UFRGST 156, UFRGST 157RG@&T 158, UFRGST 159,
UFRGST 160, UFRGST 161, UFRGST 162, UFRGST 163, GER 164, UFRGST 165,
UFRGST 166, UFRGST 167, UFRGST 168, UFRGST 169, GER 170, UFRGST 171); Capéo
Alto (UFRGST 172, UFRGST 173, UFRGST 174, UFRGSB,1UFRGST 176, UFRGST 177,
UFRGST 178, UFRGST 179, UFRGST 180, UFRGST 181, GER 182, UFRGST 183,
UFRGST 184, UFRGST 185, UFRGST 186, UFRGST 187y 3Saaquim (UFRGST 816,
UFRGST 817, UFRGST 818, UFRGST 819, UFRGST 820, GER 821, UFRGST 822).



ANEXO Il

Protocolo de extracdo de DNA com fenol-cloroférifidaptado de SAMBROOK, 1989)

©CoNoOG A~AWNPE

Picar cerca de 20 mg de tecido.

Adicionar 500uL de tampao de lise (STE).

Adicionar 40uL de proteinase K (20 mg/mL).

Incubar com agitacdo a 55°C e 120 RPM por cerdatiea ou até digerir o tecido.
Adicionar 100uL de acetato de amdnio 3M.

Adicionar 1 volume de fenol-cloroférmio.

Misturar por inversao.

Centrifugar por 15-30 minutos a 13.000 RPM.

Transferir o sobrenadante para um tubo novo.

. Adicionar 1 volume de cloroférmio (este vem juntarcalcool isoamilico).
. Misturar por inversao.

. Centrifugar por 15-20 minutos a 13.000 RPM.

. Transferir o sobrenadante para um tubo novo.

. Adicionar 100uL de acetato de aménio 3M.

. Adicionar 1 volume de isopropanol gelado ou algmado.

. Deixar overnight a -20°C para precipitar.

. Centrifugar por 30 minutos a 13.000.

. Descartar o sobrenadante.

. Lavar o pellet com 1 ml de etanol 70%.

. Centrifugar 20 minutos a 13.000.

. Descartar o sobrenadante.

. Deixar secar na estufa a 55°C ou a temperatureeatetaté secar.

. Ressuspender em TE 1x ou agua. A quantidade dBOFESQUL) depende de como estava

a amostra no inicio.

. Deixar eluindo em banho-maria a 55°C por 1 horaahancada overnight.



ANEXO Il

Tabela 1. Programa para amplificac&ol{merase Chain Reactipn
PCR) dos segmentos mitocondriais 12S e 16S.

Ciclo Tempo Temperatura (°C)

1 5 minutos 94

2 30 segundos 94

3 30 segundos 50

4 45 segundos 72

5 Repete 30 x o ciclo 2

6 7 minutos 72

7 1 hora 4
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ANEXO IV

Quadro 1. Individuos d€nemidophorus vacarienssequenciados e analisados
para os genes 12S, 16S e o conjunto concatenaBoH18S) com seu nimero de
tombo da Colecdo Cientifica (UFRGS) e na Colecdent@ica de Tecidos
(UFRGST) do Laboratério de Herpetologia, Departamete Zoologia, Instituto
de Biociéncias, da Universidade Federal do Rio @Gzato Sul. O cédigo refere-se
aos nomes usados nas analises filogenéticas.

UFRGS UFRGST CODIGO 12S 16S 12S + 16S
4561 - Vac01(BJ RS)

4566 - Vac02(BJ RS)

4562 - Vac03(BJ RS)

4564 - Vac04(BJ RS)

4567 - Vac05(BJ RS)

4565 - Vac06(BJ RS)

4563 - Cvac07(BJ RS)
4783 125 Vac125(BJ RS)
4784 126 Cvacl26(BJ RS)

- 128 Cvacl28(BJ RS)
4780 130 Cvacl30(BJ RS)
4781 132 Cvacl32(BJ RS)
4782 133 Cvacl33(BJ RS)

- 135 Cvacl35(BJ RS)

- 136 Cvacl36(BJ RS)
4785 138 Cvacl38(BJ RS)
4882 189 Vacl89(BJ RS)
4883 190 Vac190(BJ RS)
4884 191 Cvacl91(BJ RS)
4886 193 Cvacl93(BJ RS)
4724 124 Vacl24(VAC RS)
4720 127 Vacl27(VAC RS)
4723 129 Vacl29(VAC RS)
4721 131 Vacl31(VAC RS)
4722 134 Vacl34(VAC RS)
4725 137 Cvacl37(VAC RS)
4809 139 Cvacl39(SF CT RS
4810 140 Vacl40(SF CT RS)
4811 141 Cvacl41(SF CT RS
4812 142 Vacl42(SF CT RS)
4813 143 Cvacl43(SF CT RS
4814 144 Cvacl44(SF CT RS
4815 145 Vacl45(SF CT RS)
4817 147 Cvacl47(SF PL RS
4819 149 Vacl49(SF PL RS)
4820 150 Cvacl50(SF PL RS
4822 152 Vacl52(SF PL RS)
4823 153 Vacl53(SF PL RS)
4860 154 Cvacl54(CBS SC)
4861 155 Vac155(CBS SC)
4862 156 Vacl56(CBS SC)
4864 158 Vac158(CBS SC)
4865 159 Vacl59(CBS SC)
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UFRGS | UFRGST | CODIGO 125 16S 125+
4866 160 Vac160(CBS SC)
4868 162 Cvac162(CBS SC)
4868 163 Cvacl63(CBS SC)
4869 164 Cvacl64(CBS SC)
4871 166 Cvacl66(CBS SC)
4872 167 Cvacl67(CBS SC)
4873 168 Cvacl68(CBS SC)
4874 169 Cvacl169(CBS SC)
4870 170 Cvacl170(CBS SC)
4875 171 Cvacl171(CBS SC)
4839 172 Vacl72(CA SC)
4840 173 Vacl73(CA SC)
4841 174 Vacl74(CA SC)
4842 175 Cvacl75(CA SC)
4844 177 Vacl77(CA SC)
4845 178 Vacl78(CA RS)
4846 179 Vacl179(CA SC)
4847 180 Vac180(CA SC)
4849 182 Cvacl82(CA SC)
4850 183 Cvacl83(CA SC)
4851 184 Cvacl84(CA SC)
4853 186 Cvacl86(CA SC)
4919 313 Cvac313(JAQ RS)
4920 314 Cvac314(JAQ RS)
5272 1125 Cvacl1125(JAQ RS)
5273 1126 Cvacl1126(JAQ RS)
5074 588 Cvac588(CAN PR)
5079 612 Cvac612(CAN PR)
5100 631 Cvac631(CAN PR)
5101 632 Cvac632(CAN PR)
5196 816 Cvac816(SJO SC)
5197 817 Cvac817(SJO SC)
5199 819 Cvac819(SJO SC)
5200 820 Cvac820(SJO SC)
5202 822 Cvac822(SJO SC)

Legenda: as células em cinza indicam que o exerfiplanalisado.
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