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INTRODUCAO

A filogeografia tem como objetivo analisar o0s processos histricos e
geograficos que influenciaram a formacao das linhagens evolutivas atuais. Consiste
em analises filogenéticas intraespecificas baseadas em DNA mitocondrial (mtDNA) e
sua associacdo com a biogeografia e a genética de populagdes (Avise, 2000). Ela
baseia-se na distribuicdo espacial de genealogias de genes, fornecendo ferramentas
para a deteccdo de correlacdo entre a distribuicdo geogréafica de haplétipos e a
relacdo genealdgica entre os mesmos (Avise, 1987).

A perereca Scinax squalirostris A. Lutz (1925) tem ampla distribuicdo em
areas abertas da regido centro-sul da América do Sul, incluindo o centro-sul do
Brasil, sul do Paraguai, Uruguai, norte da Argentina e leste da Bolivia (Frost, 2011).
A distribuicdo de S. squalirostris € considerada disjunta, uma vez que, apesar de sua
distribuicdo ser continua nos Pampas e nos Chacos, ela ocorre em manchas
isoladas de campos na Mata Atlantica e no Cerrado (e.g. Brandé&o et al., 1997; Leite
et al.,, 2008; Cruz et al.,, 2009) e, segundo Eterovick & Sazima (2004), algumas
populacdes podem representar unidades evolutivas distintas.

A distribuicdo disjunta de S. squalirostris pode ter sido um resultado de dois
cenarios alternativos: dispersdo a longas distancias ou vicariancia devido a
contracdo da é&rea de distribuicAo da espécie pelas mudancas nas condigbes
climaticas, o que poderia ter afetado o habitat adequado da espécie. Analises
filogeograficas podem contribuir para distinguir entre estes dois modelos, pois cada
um tem predicdes explicitas, que podem ser usadas para determinar qual melhor
explica uma distribuicéo disjunta (Avise, 2000; Karanth, 2003).

Este trabalho visa obter dados para explicar a origem e a diversificacdo da
herpetofauna da América do Sul. Aléem disso, espera-se que as hipoteses



biogeograficas geradas nele sejam extrapoladas para outras espécies cuja
distribuicdo geogréfica seja similar & observada na espécie em estudo.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 63 individuos de S. squalirostris provenientes dos estados de
Minas Gerais, Sdo Paulo, Goiéds, Mato Grosso do Sul, Santa Catarina, Rio Grande
do Sul e do Distrito Federal no Brasil e das provincias de Nembucl e ltapua no
Paraguai. Como grupo externo nas analises filogenéticas, foram utilizadas amostras
de individuos de uma espécie em processo de descri¢cdo do grupo S. staufferi.

O DNA dos espécimes foi extraido das amostras de tecido dos quais foram
amplificados fragmentos génicos de mtDNA 12S e citocromo ¢ oxidase subunidade |
(CQl), utilizando iniciadores e condi¢des de reagao previamente descritas (Herbert et
al., 2004; Fouquet et al., 2007). As sequéncias dos produtos das reacoes de PCR
foram analisadas em um sequenciador automatizado ABI Prism 3100, em condicdes
padronizadas pelo fabricante. Todos os fragmentos amplificados foram
sequenciados nos dois sentidos (senso e anti-senso). Os programas SeqScape v2.1
(da ABI) e BioEdit 5.09 (Hall, 1999) foram utilizados para analise dos cromatogramas
e obtengéo da fita consenso. As sequéncias foram alinhadas no programa ClustalW
(Larkin et al., 2007), penalizando-se a formacé&o de inser¢cdes ou dele¢des.

Para a obtencdo das relacbes entre os haplotipos nas populacdes
amostradas, foram conduzidas as analises de redes de haplétipos, implementadas
no programa NETWORK v. 4.5.1.0 (Fluxus Technology Ltd). Este método utiliza uma
matriz de distancias euclidianas entre as sequéncias para obter uma arvore de
haplétipos com menor distancia total. JA a relacdo entre os individuos das
populacdes amostradas foi feita a partir de analises filogenéticas. Métodos baseados
em parcimbnia e estatistica bayesiana foram utilizados para a andlise das
sequéncias com o auxilio dos programas TNT (Goloboff et al., 2008) e MrBayes
(Ronquist e Huelsenbeck, 2003). A escolha do modelo evolutivo foi feita com o
auxilio do programa jModeltest 0.11 (Posada, 2008). O suporte dos clados foi obtido
pelos métodos de reamostragem bootstrap e Bremmer.

Foi realizada uma analise de variancia molecular (AMOVA, Excoffier et al.,
1992) utilizando o programa Arlequin ver. 2000 (Schneider et al., 2000), para testar a
diferenciacdo entre populacdes e caracterizar a estrutura genética das mesmas.
Desta forma, obteve-se o indice de fixagcdo 6 (Weir e Cockerham, 1984), que estima

a diferenciacdo entre populagbes. O teste de Mantel foi feito entre os pares de



populacdes (pairwise 0) e os pares das matrizes de distancias geograficas para se
testar a hipétese de isolamento por distancia (Wright, 1943), no programa Arlequin.
RESULTADOS

A amplificacdo das regides 12S e CO1 geraram fragmentos com 409 e 326pb,
respectivamente. Na analise combinada dos fragmentos, foram encontrados 36
haplétipos. A diversidade génica (h) global foi de 0.967 = 0.009 e a diversidade
nucleotidica (1) foi de 0.060 + 0.029.

Tanto nas arvores filogenéticas quanto na rede de haplétipos, houve a
formacédo de dois haplogrupos (HG) principais. Contudo, a composicdo destes HG
foi diferente para cada método. Na maioria deles, houve correspondéncia
geografica. O primeiro haplogrupos da arvore de parcimoénia (HG-P) inclui todas as
populacbes dos Pampas, Chacos e a populacdo de Bonito (MS)
((Chacos+Bonito),(Pampas))[bootstrap (bt) = 100, Bremmer (br) = 10]. O segundo
HG-P pode ser subdividido em HG1, com populacbes exclusivas do Cerrado,
incluindo as de Brasilia (DF), um individuo da Serra da Canastra e as da regido
meridional da Cadeia do Espinhaco (MG) (Serra do Cip6,((Brasilia+Canastra),(Serra
do Cabral,(Catas Altas+Ouro Preto)))) (bt = 56, bm = 4). O HG2 inclui todas as
populacdes provenientes da Mata Atlantica, a populacdo da Chapada dos Veadeiros
e trés individuos da Serra da Canastra (Veadeiros,(Canastra,(Mata Atlantica)))(bt =
36, bm = 2).

Na arvore da inferéncia Bayesiana e na rede de haplétipos, a formacgéo de
grupos foi relativamente concordante. No primeiro haplogrupo da inferéncia
bayesiana (HG-B), estao todos os individuos das popula¢cées da Mata Atlantica. Ja o
segundo HG-B estd pouco resolvido, e ha politomia entre as populacbes da
Chapada dos Veadeiros, da Serra da Canastra e as populacdes do Chaco, Pampa e
do Cerrado. Entretanto, ha dois clados monofiléticos com correspondéncia
geografica, um incluindo as populacées do Chaco e dos Pampas [probabilidade a
posteriori (pp) = 1] e outro as populacdes do Cerrado (pp = 0.85).

No primeiro haplogrupo da analise de rede de haplétipos (HG-N), agrupam-se
todos os haplotipos da Mata Atlantica, um haplétipo da Serra da Canastra e o
haplétipo da Chapada dos Veadeiros, sendo este o mais basal de todos. Ha
evidencia de expanséo populacional recente da populacdo de Campos Novos (SC)

para a populacdo de Bom Jesus da Serra (SC). O segundo HG-N inclui todos os



haplétipos do Cerrado, dos Pampas e do Chaco. Contudo, ha um haplétipo da Serra
da Canastra cuja relacdo com os dois HG € incerta.

O nivel de diferenciacéo entre as populacdes foi alto (Fst = 0.919), indicando
uma estruturacdo consistente das populacdes a nivel regional. Nado detectamos
efeito do isolamento por distancia entre as populacdes (coeficiente de correlagéo =
0.059, p = 0.338).

DISCUSSAO

A atual distribuicdo de S. squalirostris deve estar ligada as mudancas
climaticas ocorridas no Quaternario. No dultimo Glacial Maximo, houve uma
diminuicdo da temperatura e da umidade nas &reas de ocorréncia da espécie,
levando a expansdo dos campos. Isto deve ter favorecido a consequente expansao
de S. squalirostris. Com o0 aumento da temperatura e da umidade no Holoceno
Tardio, houve retracdo dos campos em favor da expansdo das Florestas de
Araucaria, da Mata Atlantica e do Cerrado arboreo (Behling, 1998). Isso deve ter
contribuido para que as populacbes de S. squalirostris da Mata Atlantica e do
Cerrado ficassem restritas a ilhas de campos. Tanto a analise de diferenciacao
qguanto o teste de Mantel indicam separacdo das populagbes por vicariancia,
suportando a hipétese. Contudo, s6 obteremos dados consistentes apos
realizarmos analises de datacdo molecular.

Provavelmente o sul do estado de Minas Gerais € uma zona de contato
secundario entre as populacdes da Mata Atlantica e as do Cerrado. Isso explicaria o
compartiihamento de haplétipos da populacdo da Serra da Canastra com 0s
haplogrupos do Cerrado e da Mata Atlantica. Ja na Chapada dos Veadeiros (CV),
uma ilha de altitude no norte do estado de Goias, ha possibilidade de que a relacéo
confusa, ora com o haplogrupo da Mata Atlantica, ora com o do Cerrado, seja
decorrente de retencdo de polimorfismo ancestral. Além disso, deve haver alguma
barreira geografica entre CV e o restante das areas altas de Goias, uma vez que ha
alto indice de endemismos restritos na CV (e.g. Sazima & Bokermann, 1978;
Caramaschi & Cruz, 2000).

Globalmente, ha alta diversidade genética na espécie. Localmente, ameacas
existem, e isso pode ser evidenciado pelo padréo em estrela encontrado na rede de
haplotipos para as populagbes dos campos ao sul de Santa Catarina que, apesar do
alto potencial paisagistico, sofrem com desmatamentos, queimadas, drenagens de

areas umidas, plantagcbes de monoculturas e implantacdo de usinas hidrelétricas



(Buckup & Bond-Buckup, 2008). Por fim, a correspondéncia geografica dos
haplogrupos pode ser um indicativo de que a espécie realmente seja um conjunto de

espécies cripticas, como indicado por Eterovick & Sazima (2004).
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