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Resumo

No Quaternario, mudangas geoldgicas afetaram cursos d'dgua, clima e dreas costeiras,
influenciando as historias evolutivas das espécies. Nas paisagens costeiras durante o
Pleistoceno e Holoceno, as transformagdes causaram impactos notaveis devido a mudangas
no nivel do mar e a dindmica desses habitats. O estudo da fauna nesses ambientes permite
compreender como fatores historicos moldaram a diversidade atual das espécies. Nessa Tese
analisamos a variagdo genética e fenotipica das populacdes dos lagartos Tropidurus hygomi,
Glaucomastix abaetensis ¢ Glaucomastix itabaianensis, espécies endémicas e simpatricas
de uma curta faixa costeira arenosa na regido do litoral norte da Bahia e no litoral de Sergipe.
A Tese estruturada em dois capitulos. No primeiro capitulo foi utilizada uma abordagem
integrada com diferentes fontes de dados bidticos e abidticos para compreender melhor a
diversificacdo destas espécies. Investigamos caracteres morfoldgicos lineares a partir dos
membros e corpo assim como caracteres morfologicos geométricos a partir da cabeca dos
individuos. Em seguida, confrontamos estes dados com informagdes climaticas buscando
identificar a presenca de correlagdo da variagdo morfologica e clima. Completamos lacunas
da amostragem espacial destes lagartos a fim de avaliar a estruturacdo de linhagens de modo
mais refinado. Nossos resultados identificaram cinco linhagens bem suportadas para 7.
hygomi e trés linhagens também bem suportadas para G. abaetensis/itabaianensis.
Identificamos concordancia entre os dados morfologicos e linhagens mitocondriais para os
lagartos deste estudo, assim como correlacdo da variagdo morfologica com dados climaticos.
Nossos resultados indicam a presenca de diversidade criptica e uma historia evolutiva
complexa com associacdo a formacdo destes ambientes de restinga. No segundo capitulo
foram obtidos dados subgendmicos destas espécies por meio da abordagem ddRADseq para
inferir a diversificagdo espaco-temporal nessas formacgdes de restinga. Nossos dados
revelaram elevado nivel de estruturacio populacional com presenca de oito grupos genéticos
em cada um dos taxons (7. hygomi e G. abaetensis/itabaianensis). As analises de demografia
histérica indicaram declinio populacional sincronico em todos os grupos nos ltimos 10 a
50 mil anos atrés. Evidenciamos uma possivel associagdo destes padrdoes com os elementos
das paisagens de restinga em que estas espécies estdo restritas. A presencga de regides com
manguezais nas fozes de rios fragmenta a distribui¢do continua das dunas de areia branca e
tem concordancia espacial com os grupos observados. As mudancas climaticas do final do
Quaternario apresentam relagdo com o declinio populacional destas espécies com influéncia
do avanco do nivel do mar reduzindo habitats disponiveis e aumento da incidéncia de ventos
promovendo remodelagdo das dunas. Finalmente, os resultados desta Tese revelaram uma
diversidade oculta e uma historia evolutiva complexa em uma curta faixa de dunas da costa
brasileira. Os resultados também tém implicagdes diretas para futuros planos de manejo e
conservagdo destas espécies ameacadas no intuito de mitigar disturbios antropicos que
colocam em risco esses lagartos.

PALAVRAS-CHAVE: Restinga, ddRADseq, Diversidade criptica, Morfologia,
filogeografia, conservagao,
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Abstract

Geological changes through the Quaternary have impacted watercourses, climate, and
coastal areas, which drove the evolutionary diversification of many organisms. In coastal
landscapes during the Pleistocene and Holocene, these transformations caused notable
impacts due to sea level variation and the dynamics of these recent habitats. The study of
fauna in these environments allows to comprehend how historical factors have shaped the
current species diversity. In this dissertation we analyzed the genetic and phenotypic
variation in populations of the lizards Tropidurus hygomi, Glaucomastix abaetensis, and
Glaucomastix itabaianensis that are endemic and sympatric species inhabiting a short sandy
coastal range in the northern coastal region of Bahia and the coast of Sergipe. The
dissertation encompasses two chapters. In the first chapter we employed an integrated
approach using different biotic and abiotic data sources to better understand the
diversification of these species. We explored the phenotype variation using linear
morphological characters from the limbs and body and geometric morphometrics of the head
of individuals. We compared these data with climatic information to identify correlations
between morphological variation and climate. We addressed gaps in the spatial sampling
from previous studiesof these lizards to assess population structure. Our results identified
five and three well-supported lineages for 7. hygomi and G. abaetensis/itabaianensis,
respectively. We found morphological suport for different mitochondrial lineages in both
lizards’ groups, as well as correlation of morphological variation with climatic data. Our
findings revealed cryptic diversity and a complex evolutionary history associated with the
formation of these restinga environments. In the second chapter, we obtained subgenomic
data of these species through the ddRADseq approach to infer spatial-temporal
diversification in these restinga formations. Our data revealed a high level of population
structure with the presence of eight genetic groups in each taxon (7. hygomi and G.
abaetensis/itabaianensis). Historical demographic analyses indicated synchronous
population decline in all groups in the last 10,000 to 50,000 years ago. We observed a
possible association of these patterns with the elements of the restinga landscapes where
these species are restricted. The presence of mangrove regions at river mouths fragments the
continuous distribution of white sand dunes and exhibits spatial concordance with the
observed genetic groups. Late Quaternary climate changes are linked to the population
decline of these species, with the influence of rising sea levels reducing available habitats
and increased wind incidence promoting dune remodeling. Finally, the results of this
dissertation revealed hidden diversity and a complex evolutionary history in a short range of
dunes along the Brazilian coast. Our findings also have direct implications for future
management and conservation plans for these threatened species, aiming to mitigate
anthropogenic disturbances that jeopardize these lizards.

KEYWORDS: Restinga, ddRADseq, Cryptic diversity, Morphology, Phylogeography,
Conservation
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1. Introducio

Os estudos sobre prospecc¢do da biodiversidade sdo cruciais para compreensdo dos
processos ecologicos e evolutivos responsaveis por moldar a atual diversidade de espécies
em nosso planeta (Worm and Tittensor, 2018). Apesar disso, regides de elevada
biodiversidade, como a Neotropical, ainda carecem de estudos que buscam descrever e
compreender a origem da biota atual, o que traz preocupagdes sobre o futuro desta
diversidade ainda desconhecida, em um planeta com constante degradagdo de habitats (Sala
et al., 2000; Wilson, 2000; Brooks et al., 2006; Pereira et al., 2010; Mittermeier et al., 2011).
Entretanto, nos ultimos anos algumas questdes a respeito dos padrdes e processos ecoldgicos
e evolutivos vém sendo respondidas devido ao avanco de novas tecnologias. Novas
abordagens sdo implementadas para assim acessar dados genéticos, historicos e
macroecoldgicos, como sequenciamentos gendmicos mais acessiveis, uso inteligéncia
artificial, banco de dados atualizados, softwares para analises mais robustas e hardwares
mais eficientes para o grande volume de dados ecoldgicos, climaticos e gendmicos (Weber
etal., 2011; Wieczorek et al., 2012; Scheffers et al., 2012; Oulas et al., 2015; Pompanon and
Samadi, 2015; Li, 2020; Sharma et al., 2022; Silvestro et al., 2022). A integracdo entre estas
informacgdes vem permitindo formulacdo de discussdes aprofundadas, tecer hipoteses mais
fundamentadas para os entendimentos dos padrdes outrora encontrados e entender quais
foram os processos responsaveis por tais diversificagdes. Dentre os diferentes tdxons que
compdem a biodiversidade global, os répteis se apresentam como notaveis organismos, com
historias evolutivas e biogeograficas bem particulares, ainda ndo completamente
compreendidas (Camargo et al., 2010).

Este grupo teve marcante diversificacdo ecoldgica e evolutiva na radiagdo dos
vertebrados amniotas, representando marcos evolutivos na reproducao independente da agua
e resultando no estabelecimento dos vertebrados totalmente terrestres (Sumida and Martin,
1997; Pough et al., 2004; Vitt & Caldwell, 2013). Diferentes foram as estratégias
morfoldgicas, histéria de vida, comportamentos e interagdes desenvolvidas ao longo de
milhdes de anos, as quais oportunizaram o sucesso do grupo na ocupacdo na maioria das
areas do mundo (Pough et al., 2004; Vitt & Caldwell, 2013). Dentre as mais de 12 mil
espécies de répteis, o clado dos Squamata (lagartos, serpentes e anfisbénias) se destaca por
ser o grupo de vertebrados terrestres com maior nimero de espécies (11.671 espécies; Uetz

et al., 2023). Valendo ressaltar que dentro deste clado hiperdiverso, os lagartos (Sauria)
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representam a maior diversidade com a estimativa de 7.396 espécies descritas (Pincheira-

Donoso et al., 2013; Uetz et al., 2023).

Ao longo de 200 milhdes de anos de historia evolutiva, esse grupo teve uma incrivel
diversificacdo que o permitiu ocupar todos os habitats terrestres, exceto os mais frios,
ocupando multiplos nichos (terrestres, arboricolas, desérticos e aquaticos) e com uma grande
variedade de adaptagdes (Pianka, 1973; Evans, 2003; Vitt & Caldwell, 2013; Zheng &
Wiens, 2016; Berman et al., 2016). Esta extraordinaria historia de diversificacdo faz com
que os lagartos sejam excelentes modelos de estudos evolutivos, histdria natural, ecoldgicos,
fisioldgicos, comportamentais, macroecoldgicos e macroevolutivos (Clobert et al., 1998;
Pianka & Vitt, 2003; Vitt & Pianka, 2005; Losos, 2009; Losos et al., 2009; Camargo et al.,
2010; Smith et al., 2011; Meire et al., 2012; Mesquita et al., 2016; Pianka et al., 2017,
Novosolov et al., 2017; Roll et al., 2017; Mezzasalma et al., 2021; Baeckens & Whiting,
2021; Mudoz et al., 2023). A distribui¢do da riqueza de lagartos contrasta com a de outros
vertebrados devido a presenca em locais de condigdes mais extremas, como regides
desérticas da Africa e Australia (com baixa diversidade de outros vertebrados), e apresentam
hotspots de diversidades na América do Sul e sudoeste asiatico (Pianka, 1973; Jetz, et al.,
2012; Oliveira et al., 2016; Roll et al., 2017; Moura & Jetz, 2021). Todas estas condigdes
adaptativas demonstram que existem caminhos de diversificagdo alternativos para os
lagartos, resultando na riqueza do grupo a partir de diferencas morfologicas, ecoldgicas e
biogeograficas (Skeels et al., 2020). Portanto, preencher os hiatos ainda existentes implica
em acessar informagdes histdricas e evolutivas com diferentes abordagens, assim como
explorar quais dindmicas locais podem ter atuado na diversificagdo (Skeels & Cardillo,
2017; Miller et al., 2018).

Dentre os periodos historicos bem documentados, de maior transformagao e impactos
na biodiversidade atual, o Quaterndrio tem um importante destaque. Este periodo teve forte
influéncia na diversificacdo das espécies do mundo devido as oscilagcdes climaticas e
consequentes transformagdes na paisagem, promovendo surgimento de linhagens evolutivas
e processos de especiacao (Hewitt, 2000, 2004). Estes eventos climaticos e geoldgicos foram
preponderantes na diversificacdo dos organismos neotropicais, com maior intensidade no
final do Pleistoceno, porém existem processos evolutivos ainda ndo completamente
consolidados na literatura o que implica na necessidade de estudos em diferentes tdxons e
métodos de andlise (Webb & Bartlein, 1992; Prado & Gibbs, 1993; Pennington et al., 2000;
Rull, 2008; Carnaval et al., 2009; Werneck, 2011; Rull, 2011; Turchetto-Zolet et al., 2013;



Ramirez-Barahona & Eguiarte, 2013). Os periodos glaciais e os mais quentes durante a
transi¢do Plioceno/Pleistoceno contribuiram significantemente com as mudangas bidticas
em diferentes grupos neotropicais devido as modificacdes na paisagem, estrutura
geomorfologica e climdtica, mas ainda existem lacunas para os vertebrados em diferentes
ecossistemas sobre como as transformagdes do Quaternario moldaram os padroes atuais de
diversidade (Zachos et al., 2008; Hewitt, 2011; Silva et al., 2018).

O Quaternario teve grande influéncia da diversificacdo dos lagartos (Edwards &
Knowles, 2012). Os ciclos glaciais e interglaciais influenciaram drasticamente na perda ou
na expansao dos habitats terrestres destes animais, assim como as mudangas de temperatura
e disponibilidade de recursos impactaram na distribui¢do e no comportamento dos lagartos
(Moritz et al., 2000; Aratjo et al., 2008; Fazolato et al., 2017; Mufioz-Mendoza et al., 2017;
Bars-Closel et al., 2017; Rosario et al., 2019). Estas oscilagdes climaticas e seu reflexo na
mudanga das paisagens ¢ evidenciado em diferentes espécies a partir do uso de dados
genéticos, permitindo identificar padrdoes de migracdo, fluxo génico, barreiras e variagdo
demografica histérica (Santos et al., 2014; Ansari et al., 2019). Isolamentos geograficos
durante periodos glaciais influenciaram na divergéncia genética de alguns grupos devido aos
avancos do nivel do mar em periodos mais quentes em espécies residentes de ilhas e zonas
costeiras (Bisconti et al., 2011; Salvi et al., 2014). Ao passo que em momentos mais frios o
nivel do mar estava mais baixo, oportunizando de migra¢do e recolonizagdo de algumas
areas e assim promoveram a mistura genética (Salvi et al., 2014). A mudan¢a no clima
durante o Pleistoceno teve impactos em regides de floresta com momentos de contracdo da
cobertura em momentos frios € secos e expansao em momentos quentes e umidos, que ¢é
denominado Teoria dos Reftigios Florestais (Haffer, 1969). Para lagartos, momentos de
contracdo da vegetacdo e perda de cobertura florestal foram oportunos devido a
disponibilidade de habitats mais abertos, viabilizando melhor eficiéncia da regulacdo
fisiologica e oportunizando aumento da distribui¢do de diferentes grupos (Freedman et al.,
2010). Por outro lado, o aumento de areas florestais em periodos mais quentes promoveu a
retragdo da distribui¢do de alguns grupos mais adaptados a ambientes abertos, e oportunizou
expansdo de grupos de ambientes florestados (Vera-Escalona et al., 2012). Estas respostas
da expansdo ou contracdo populacional em lagartos, frente as mudangas climaticas nas
florestas tropicais, devem ser avaliados de forma pontual. Taxons distribuidos de forma
semelhante podem apresentar respostas distintas as restricdes ecoldgicas e demograficas
(Prates et al., 2016; Santos et al., 2022; Camurugi et al., 2022; Abreu-Jardim et al., 2023;
Pio Caetano Machado et al., 2023).
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Estes eventos oportunizaram a diversificacdo de diferentes espécies assim como de
lagartos, como a formacdo de linhagens cripticas (diversidade oculta ainda ndo bem
estabelecida). Deste modo, para uma melhor compreensdo destes processos se faz
necessarios o acesso informacgdes moleculares em larga escala, investigar diferentes
abordagens morfologicas, entender o espaco, o tempo e a paisagem onde estas espécies estao
presentes (Trontelj & Fiser, 2009).

O Quaternario no Brasil resultou em processos de formagdo de uma série de
depositos arenosos dunares de sedimento marinho holocénico e pleistocénico na costa,
conhecidos como “Restinga” (Dominguez, 2006). Este ecossistema ¢ recente, apresenta
transformagdes constantes e recorrentes e estd associado a vegetagdo costeira (Suguio &
Martin, 1990). Houveram diversos eventos de avanco e recuo do mar, sendo que o mais
recente ocorreu hd cerca de 18 mil anos atras (Suguio, 2017). Estes tipos de eventos t€ém
influéncia nas comunidades de regides costeiras, gerando grandes indices de endemismo
(Cerqueira et al., 2000). Os processos de diversificacdo, endemismo e variabilidade nas
comunidades de restinga ainda ndo foram completamente estudados, permanecendo muitas
perguntas a serem respondidas (McLachlan, 1991; Turchetto-Zolet et al., 2013).

A presenca de diferentes stress abidticos para as comunidades de Restinga ¢ algo
marcante devido a influéncia salina, arenosa, edlica e de exposi¢ao solar (Dominguez et al.,
1990; 1992; McLachlan, 1991). O espacamento da vegetacdo com a exposicao do solo e
temperaturas mais altas implica em boas oportunidades de habitat para os lagartos, uma vez
que este grupo tem dependéncia da temperatura para sua regulacdo fisioldgica, relagdes
ecoldgicas e evolugdo (Vitt & Caldwell, 2013; Angilletta et al, 2002; Maia-Carneiro &
Navas, 2021).

Diferentes sdo os estudos que englobam estes tdxons nas restingas do Brasil, como
regulacdo fisiologica (Hatani et al., 2001), dieta e forrageamento (Menezes et al., 2006),
ecomorfometria (Carvalho & Aragjo, 2007), clima (Maria-Carneiro & Rocha, 2012),
reproducdo (Rocha, 2008), relagdo parasita-hospedeiro (Dias & Rocha, 2005) assim como
outras abordagens ecoldgicas e zooldgicas. Em um contexto molecular, abordagens com
diferentes marcadores tem possibilitado identificar um amplo espectro de diversificagdo
ainda desconhecida para estes ambientes, assim como tem denotado um cenario preocupante
para as espécies ameacadas de lagartos. Em restingas, este grupo esta fortemente ameacado
pela fragmentac¢ao dos habitats devido a especulacdes imobilidrias assim como uso irregular

deste ecossistema, aumentando cada vez mais os hiatos quanto as condi¢des ecoldgicas,
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genéticas e evolutivas frente a estas ameagas (Ariani et al., 2013; Ferreira, 2017; Fazolato et
al., 2017; Rosario et al., 2019; Perez & Borges-Martins, 2019).

Nas restingas do Nordeste do Brasil, os lagartos Tropidurus hygomi Reinhardt &
Luetken, 1868, Glaucomastix abaetensis (Dias, Rocha & Vrcibradic 2002) e G.
itabaianensis Rosario, Santos, Arias, Rocha, Dias, Carvalho & Rodrigues, 2019 sdo
endémicos, sintdpicos e simpatricos dos ecossistemas de restinga ao longo da costa nordeste
do Brasil, nos estados da Bahia e Sergipe, na regido interfluvial entre os rios Paraguagu e
Sao Francisco (Vanzolini & Gomes, 1979; Rodrigues, 1987; Fazolato et al., 2017; Rosario
et al.,, 2019). Estudos filogeograficos realizados com estas espécies revelaram uma
diversidade genética oculta com agrupamentos divergentes ao longo da distribuicdo
(Fazolato et al., 2017; Rosario et al., 2019). Em 7. hygomi foram identificadas cinco
linhagens mitocondriais bem suportadas na distribuicdo da espécie, o que sugere que a
diversificacdo ocorreu no Pleistoceno e foi possivelmente impulsionada pelas mudangas no
nivel do mar durante este periodo (Fazolato et al., 2017). Para G. abaetensis, o trabalho
conduzido por Rosario et al. (2019) identificou dois agrupamentos genéticos na distribuicdo
da espécie devido a barreiras fluviais ao longo da distribui¢do do grupo, o que resultou na
descricdo do G. itabaianensis a partir de informacdes moleculares e morfologicas.
Atualmente o 7. hygomi e G. abaetensis sdo classificadas com vulneraveis e em perigo,
respectivamente, na lista de espécies ameacadas (ICMBIO, 2022), porém G. itabaianensis
ainda nao foi avaliada.

A relacdo direta e restrita destes taxons no ecossistema de Restinga abre outros
questionamentos do papel deste ambiente na historia biogeografica e evolutiva destes
lagartos, restando buscar explorar a partir de ferramentas moleculares de maior varredura do
genoma, acessar informag¢des macroecoldgicas, assim como explorar diferentes abordagens
morfoldgicas objetivando compreender melhor os padrdes e processos de diversificagdo
destes lagartos endémicos as Restingas do nordeste do Brasil.

Para responder estas questoes, esta tese foi dividida em dois capitulos, com o objetivo
geral de investigar os processos de diversificacdo espago-temporal dos lagartos
Glaucomastix abaetensis, Glaucomastix itabaianensis e Tropidurus hygomi endémicos das
formagdes de areias brancas das Restingas do Nordeste do Brasil, através da integragdo de
diferentes  niveis de informagdo, nomeadamente  gendmico, morfologico,
ecologico/ambiental e geoldgico. O primeiro capitulo utilizou uma abordagem evolutiva
buscando responder aspectos da variagcdo fenotipica concordantes com a divergéncia

genéticas das populagdes destes lagartos assim como correlacionéd-las com a variagdo
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ambiental ao longo da distribui¢do. O segundo capitulo utilizou gendmica populacional para
compreender a historia biogeografica destes tdxons nas formagdes das Restingas, buscando
compreender como as mudangas de clima e nivel do mar do Quaterndrio afetaram a

diversificacdo das populacdes destas espécies.
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Abstract

Studies in the Neotropical region consistently highlight high levels of endemism and
biodiversity. However, challenges persist, particularly in uncovering the cryptic diversity
among species. Various approaches are needed to address this, including morphological
methods and access to genetic and environmental data. This study focused on genetic and
morphological variation in three endemic, sympatric lizard species: Tropidurus
hygomi, Glaucomastix abaetensis, and Glaucomastix itabaianensis in the coastal sand
dunes of northeastern Brazil. These lizards are confined to sandy Pleistocene-formed
environments with limited distribution. While earlier research revealed substantial
genetic diversity, gaps remained in distribution sampling, morphological data, and
understanding the correlation between this variation and environmental factors. We
aimed to identify genetic clusters to assess the alignment of phenotypic differences with
these clusters and explore potential relationships between climatic and geographical
factors and morphometric variations. We utilized mtDNA data to assess population
clusters. Geometric and linear morphometrics were employed to analyze morphological

data, which was then correlated with climatic information. Results unveiled genetic and
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morphological variations signifying the presence of cryptic diversity. Our analyses also
highlighted the influence of geography and climate on morphometric variations. These
findings underscore hidden diversity and a complex evolutionary history within the
confined Pleistocene sand dunes. Further genomic analyses could contribute to
comprehending these patterns and enhancing the conservation strategies for these

endangered species.

Keywords: Cryptic diversity, geometric morphometrics, Restinga, Squamata

1. Introduction

The Neotropical region encompasses an astonishing level of biodiversity and
endemism that resulted from a mosaic of evolutionary histories with complex ecological
and evolutionary processes (Antonelli and Sanmartin, 2011; Rull and Carnaval, 2020).
Despite increased research efforts in recent decades, there are still important shortfalls in
Neotropical biodiversity knowledge, particularly regarding species limits (Linnean
shortfall) and evolutionary relationships (Darwinian shortfall) among morphologically
indistinguishable species (Diniz-Filho et al., 2013; Hortal et al., 2015). An increased
number of newly described species that were previously misclassified as a single species
due to their morphological similarity (cryptic species) appear to comprise a significant
fraction of biodiversity (Bickford et al., 2007; Pfenninger and Schwenk, 2007; Oliver et
al., 2009; Struck et al., 2018a; 2018b). The frequency of cryptic species detected as a by-
product of molecular studies using broader geographic sampling has given rise to the
notion that the traditional morphospecies concept alone does not suffice for species
delimitation. Some authors have hypothesized that the lack of morphological traits or
other traditional diagnostic criteria is due to the fact that most cryptic species are the result
of divergence events that occurred too recently for significant morphological differences
to accumulate (e.g., Winker, 2005; Egea et al., 2016, but see review in Struck et al.,
2018a). However, this hypothesis is unable to explain the existence of relatively old
cryptic species or distantly related species (e.g., Olave et al., 2017; Singhal et al., 2018),
in which the lack of a parallel buildup of genetic and phenotypic differentiation, as would
be expected if speciation was always accompanied by morphological evolution, was
probably caused by morphological stasis (through stabilizing selection, ecological niche
conservatism or biological constraints) or morphological convergence (e.g. Bickford et

al., 2007; Lavoué et al., 2011; Fiser et al., 2018).
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Despite the increasing importance of molecular methods in discovering new
cryptic species (Bickford et al., 2007), advances in morphological quantitative
methodologies, including geometric morphometrics, along with robust statistical
procedures (Adams et al., 2004; Lawing and Polly, 2010), has enabled the detection of
subtle and/or statistically morphological differences that were previously impossible to
identify simply by eye (e.g., Baylac et al., 2003). In many cases, the subtle differences
were congruent with the patterns of genetic differentiation, corroborating the view that
variations that defy the human eye may be hidden within morphologically similar species
(Zuniga-Reinoso and Benitez, 2015). This is owing, in part, to the more recent trend
toward a posteriori morphological analysis in molecularly defined lineages or candidate
species (e.g., Arntzen et al., 2007; Kaliontzopoulou et al., 2012) under the paradigm of
integrative taxonomy (Padial et al., 2010). In this context, the squamate reptiles are
among the most interesting vertebrate groups. It is the most diverse clade of terrestrial
vertebrates with more than 11,500 described species, of which lizards comprise more than
7,300 species (Uetz and Hosek, 2018; http://reptile-database.org/). The number of species
in this group has significantly increased in the last decade, with more than 2,400 newly
described species in the period (http://reptile-database.org/). It is worth noting that the
continuous increase in the number of species through the past years indicates a higher
degree of hidden diversity when compared to other vertebrate groups (Pérez-Ponce de
Leo6n and Poulin, 2016).

Among squamate reptiles, the Tropiduridae and Teiidae families comprise highly
diversified groups in the Neotropical region (Harvey et al., 2012). Within Tropiduridae,
the genus Tropidurus stands as one of the most extensively studied lizard groups in terms
of ecology, systematic biogeography, and conservation (Harvey and Gutberlet, 2000;
Frost et al., 2001; Carvalho, 2013). Nonetheless, there are many taxonomic and
phylogenetic shortfalls to be explored in this genus due to the presence of unrecognized
species complexes with considerable cryptic diversity (Rodrigues, 1987; Frost et al.,
2001; Werneck et al., 2015; Matos et al., 2016; Carvalho et al., 2016; Domingos et al.,
2017). In line, within Teiidae there are numerous examples of cryptic diversity across
species distributions (Giugliano et al., 2013; Murphy et al., 2016; Arias et al., 2018).

Herein, we explore the genetic and morphological variation of the sympatric
lizards Tropidurus hygomi, Glaucomastix abaetensis and Glaucomastix itabaianensis
from Tropiduridae and Teiidae families, respectively. These lizards are endemic to

coastal sandy ecosystems known as “restingas” along the northeastern coast of Brazil, in
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the states of Bahia and Sergipe in the interfluvial region between Paraguacu and Sao
Francisco rivers (Rodrigues, 1987; Fazolato et al., 2017; Rosario et al., 2019). The
“restingas” are composed of sandy dunes habitats associated with the Atlantic Forest
(Larcerda et al., 1993). Recent phylogeographic studies on these species have revealed
hidden genetic diversity with divergent clusters. Fazolato et al. (2017) conducted a
phylogeographic study of 7. hygomi, which uncovered the presence of five well-
supported mitochondrial clusters in the species range. Genetic divergence between these
clusters ranged from 1.5 to 9.8% based on mtDNA gene cytb. The diversification took
place in the Pleistocene and might be driven by sea-level changes during this period
(Fazolato et al., 2017). Nevertheless, morphological variation between these clusters was
not yet explored. In the same way, Rosério et al. (2019) identified two genetic clusters in
the range of G. abaetensis. These clusters exhibited 9.1 and 10.1% of genetic divergence
based on cytb and ND4 mtDNA genes, respectively, and the split between them was dated
in the early Pleistocene (Rosario et al., 2019). In addition, the northern cluster of G.
abaetensis was proposed as new species, G. itabaianensis, also based on morphological
diagnosis (higher number of femoral pores, difference in scales and a yellowish tail) from
its sister species (Rosario et al., 2019). However, for both 7. hygomi and G.
abaetensis/itabaianensis there is still gaps in geographic distribution that need to be
sampled and analyzed. Also, the geometric morphometrics was not applied to unravel the
phenotypic variation in these taxa. Finally, considering that 7. hygomi and G.
abaetensis/itabaianensis are sympatric of a small sandy region in the coastal sandbanks
of Bahia and Sergipe states in Brazil, it is expected that similar ecological, and
evolutionary processes would have shape their patterns of diversification.

In this study, we examined the genetic and morphological variation of sympatric
sand dune lizards 7. hygomi and G. abaetensis/itabaianensis in order to infer whether
previous observed genetic divergence can be corroborated by morphological differences
by using linear and geometric morphometric approaches. To shed light on this, we
addressed the following questions: (i) How many genetically distinct clusters exist along
the geographical distribution of studied species? (ii) Is the phenotypic variation
concordant with genetic clusters? (iii) Are there genetic/morphometric clusters that could
be considered candidate species? (iv) Is there relationship between climatic variation,
geographic distance, and morphometric differences among populations? Yet, as T.
hygomi and G. abaetensis are considered vulnerable and endangered (ICMBIO, 2018),

this is of utmost importance for conservation planning because the potential new
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species/lineages in already endangered nominal species may require different

conservation strategies.

2. Material and Methods
2.1. Sampling

We sampled 100 individuals of Tropidurus hygomi, 44 individuals of
Glaucomastix abaetensis and 36 individuals of G. itabaianensis from 12 localities along
the species’ ranges (Fig. 1; Table S1). The sampling included four new localities for both
T. hygomi and G. abaetensis. Individuals were sampled by active visual search with the
capture of individuals for obtaining morphological data and collection of autotomized tail
muscle tissue for genetic analysis. Specimens were collected under authorization from
the Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation (ICMBio; license 71281-4) and
deposited in the Natural History Museum of the Federal University of Bahia.
Additionally, we gathered 29 individuals of 7. hygomi from the Herpetological Collection
of the Centre for Ecology and Conservation (CHECOA) at the Catholic University of
Salvador (UCSal) to obtain morphometric data (Table S1).

In the subsequent analyses, the sister species G. abaetensis and G. itabaianensis
(hereafter referred to as G. abaetensis/itabaianensis) were treated as a single group
because the magnitude of genetic differentiation between these two species of
Glaucomastix (Rosario et al., 2019) is similar to the genetic differentiation among genetic

clusters of 7. hygomi (Fazolato et al., 2017).

2.2. Determination of genetic clusters

To infer intraspecific genetic clusters in each group of lizards, we used
mitochondrial cytochrome b (cytb) gene sequences deposited in GenBank from the
studies of Fazolato ef al. (2017) and Rosério et al. (2019) for T. hygomi (72 sequences)
and G. abaetensis/itabaianensis (32 sequences), respectively. We also generated
additional cytb sequences for 37 samples (Tail muscle: 14 of 7. hygomi and 24 of G.
abaetensis/itabaianensis) from new localities, resulting in a total of 86 7. hygomi
sequences from 14 localities and 56 G. abaetensis/itabaianensis sequences from 11
localities (Fig. 01; Table S1). Total DNA was extracted using the Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). The PCR protocol for cytb followed
Fazolato et al. (2017) and Rosério et al. (2019). The PCR products were purified using
precipitation in 20% polyethylene glycol (PEG) (Sambrook et al., 1989) and sequenced

5
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using the BigDyeTerminator 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied
Biosystems). The sequences were read in an automatic sequencer ABI 3500 XL Genetic
Analyser (Applied Biosystems) at the Fundagdo Gongalo Muniz (FIOCRUZ-Bahia). The
electropherograms were analyzed, and the contigs were obtained using the software
Geneious 6.1.8 (Kearse et al., 2012). Then, the sequences were aligned using the Muscle
method in the MEGA 11 (Tamura et al., 2021).

We inferred the phylogenetic relationships among populations of each taxon using
a Bayesian inference with BEAST 1.10.4 (Suchard et al., 2018) at the CIPRES Science
Gateway (Miller et al., 2011). The best fitted substitution model (GTR + G for 7. hygomi
and HKY + I for G. abaetensis/itabaianensis) was selected using MrModeltest 2.2
(Nylander, 2004) based on the Akaike Information Criterion (AIC) in conjunction with
PAUP* (Swofford 1998). We used 7. semitaeniatus (GenBank accession number:
KU245059) and Kentropyx altamazonica (GenBank accession number: MH628430) as
outgroups for 7. hygomi and G. abaetensis/itabaianensis, respectively. We performed
two independent Bayesian runs with 100 million of generations of Markov chain Monte
Carlo (MCMC) each. We used the Birth-death process as tree prior. The first ten million
generations were discarded as burn-in, after which trees were sampled every 10000
generations. Chain convergence (effective sample size — ESS values > 200) was checked
using the likelihood plots for each run with Tracer 1.6 (http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer).
We used logCombiner to concatenate independent runs and TreeAnotator to generate the
consensus tree. The resulting consensus trees were visualized in Figtree 1.4.4
(https://github.com/rambaut/figtree/).

We used RhierBAPS package (Tonkin-Hill et al., 2018) in R 4.2.0 (R Core Team,
2021) to infer the number of population clusters without prior information of the sampling
location. We ran the analyses testing the number of populations (k) varying between 1
and 10. The analyses were repeated five times to verify convergence among the different
runs. Finally, we obtained the pairwise distance (uncorrected p-distance) between

inferred clusters using Mega 11 (Tamura et al., 2021).

2.3. Morphometric analyses

We used traditional linear morphology to measure limbs, body, and head. We
employed geometric morphometrics to obtain a more detailed analysis of head shape. For
each dataset, individuals were analyzed and compared separately according to sex

(confirmed by checking the hemipenes), considering only adult individuals (minimal 40
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mm; Vanzolini and Gomes, 1979; Aun and Martori, 1996). A total of 129 individuals
of T. hygomi from 11 localities (51 males and 78 females), 44 individuals of G.
abaetensis (24 males and 20 females) from five localities, and 36 individuals of G.
itabaianensis (18 males and 18 females) from four localities were measured (Table S1).
The sample size comprised individuals who were gathered for inclusion in the collection,
as well as individuals who were subsequently released following measurements.

For traditional linear morphometrics, 19 measurements were obtained,
encompassing the body, legs, arms and head, following Esquerr¢ et al. (2019) (Table S2).
The measurements were taken using a universal mechanical caliper with a resolution of
0.05 mm. Measurements were taken on the animals' left side to standardize the
measurement data acquisition. For the geometric morphometrics, we analyzed the dorsal
and lateral views of the right side of the head of adult individuals based on images
captured using a DSLR EOS Rebel T7 digital camera (24.1 megapixels), with a metric
scale as a reference. The images were initially saved in RAW format for image
manipulation and enhancement. Then, for measurement purposes, the images were
converted from RAW to JPG format and finally to the TPS format using the tpsUtil
program version 2.16 (Rohlf, 2010a). For 7. hygomi, 12 landmarks plus three
semilandmarks were defined in the dorsal region, and eight landmarks plus four
semilandmarks were defined in the lateral region (Fig. 04). ForG.
abaetensis/itabaianensis, nine landmarks plus eight semilandmarks were defined in the
dorsal region, and seven landmarks plus three semilandmarks were defined in the lateral
region (Fig. 03). These anatomical landmarks/semilandmarks were digitized using the
tpsDig2 program version 2.16 (Rohlf, 2010b). After marking the points, they were
analyzed using Procrustes superimposition in the Morphol] software version 2.0

(Klingenberg, 2011).

2.4. Climate data and geographical distances

Climate data were obtained to explore the relationship between climate
heterogeneity and morphological variation. We obtained five climate variables from the
Worldclim v. 2.1 database (https://www.worldclim.org/data/worldclim21.html; Fick and
Hijmans, 2017): annual mean temperature, annual mean precipitation, solar radiation,
water vapor pressure and wind speed. These variables were selected to capture climate-
related information specific to the restinga habitat, which may influence the presence of

these animals based on their physiology (thermal regulation and foraging) (Vitt and
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Caldwell, 2013). Climate data for each sampled location was extracted using the “extract”
function from the rgdal R-package (Bivand et al., 2023). We used the latitude as a
measure of geographical distance between sampling localities, as the study area spans a
continuous sandy strip along the northern coast of the Bahia and Sergipe states, Brazil.
To assess the presence of multicollinearity among the climatic variables and geographic
distance, we employed the variance inflation factor (VIF) in the CAR package (Fox,
2019). Values of VIF greater than 10 indicate strong multicollinearity (Saly et al., 2011;
Chen and Yao, 2016). Therefore, we selected predictor variables with VIF values lower
than 10, which comprised three climatic variables: annual mean temperature, solar

radiation, and wind speed.

2.5. Data Analyses

For the statistical analyses, the measured data for linear and geometric
morphometrics were analyzed separately, considering the distinct characteristics of each
approach. We seek morphological differences that reflect mtDNA genetic clusters (Fig.
1) using discriminant analyses and PERMANOVA.

The Linear Discriminant Analysis (LDA) was employed as a semi-supervised
(exploratory) approach; therefore, underlying assumptions inherent to hypothesis testing
and classification are not mandatory for a while. The eigenvectors and associated
eigenvalues were obtained from a variance-covariance matrix, and the canonical scores
(objects’ classes) were projected into the reduced space of the significant canonical axes
(Wilk’s criterion, after Bonferroni correction) to permit the result’s visual inspection. The
LDA was performed using the “Ida()” function from the Mass R-package (Venables and
Ripley, 2002).

In the next step, we evaluated morphological differences between genetic clusters
(Ho, no difference between population centroids) using the Permutational Multivariate
Analysis of Variance (PERMANOVA). The PERMANOVA was performed because
assumptions of within-group multivariate normality (based on the Henze-Zirkler statistics
test and chi-square Q-Q plot) and equality of within-group variance-covariance matrices
(Box’s M test) were not met. The PERMANOVA was performed using as data source the
individual canonical scores resulting from the significant canonical axes from the LDA,
the Euclidean distance as a distance measure, and pairwise post hoc comparisons between
all pairs of groups using the a-level of 0.05 adjusted with the Sequential Bonferroni

correction. The multivariate normality test was performed with the MVN Package
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(Korkmaz et al. 2014), and the equality of within-group variance-covariance matrices and
the PERMANOVA using the PAST software v.4.12 (Hammer et al., 2001).

The reliability classification measurement of each object (specimens) to their prior
classes (genetic clusters) was measured using another supervised statistical learning
method, the Flexible Discriminant Analysis (FDA). As explained above, assumptions of
multivariate normality and equality of variance-covariance matrices were not met. These
violations avoid using the LDA or the QDA (quadratic discriminant analysis) for
classification purposes (classification functions). The FDA uses non-linear combinations
of predictors, which permits to model multivariate non-normality or non-linear
relationships among variables within each group (Hastie et al., 1994). We considered the
following criterion for using accuracy as an indicator of the model quality (modified from
the AUC criterion proposed by Hosmer et al (2013): accuracy = 0.5, no better than chance
[model rejection]; 0.5 < accuracy < 0.7, poor [model rejection]; 0.7 < accuracy < 0.8,
acceptable; 0.8 < accuracy < 0.9, excellent; and accuracy > 0.9, outstanding. We
performed the FDA using the “fda()” function from the ‘mda’ R-package (Hastie, 2017).

Finally, we assessed the relationship between morphometric variation and
predictors of environmental variation and geographic distance among populations of 7.
hygomi and G. abaetensis/itabaianensis using the Distance-based Redundancy Analysis
(dbRDA). We obtained an Euclidean distance matrix based on individual’s morphometric
data (linear and geometric), which was used as the response variable. The predictor
variables were climate (climate variables: annual mean temperature, solar radiation and
wind speed) and geographic data (latitude). We used “capscale()” function in the Vegan
package (Oksanen, 2017), allowing for the identification of joint significance (model)
and isolated relationships between the response variable and predictors. Variance

partition for each predictor was assessed with “varpart()” function in Vegan package.

3. Results
3.1. Inferring genetic clusters

We obtained alignments of cytb with 613 bp for 7. hygomi (N=82) and G.
abaetensis/itabaianensis (N=54), which exhibited 117 and 94 variable sites, respectively.
The Bayesian phylogenetic tree of G. abaetensis/itabaianensis showed that all individuals
assigned to G. itabaianensis form a clade with high posterior probability (PP > 95%),
while individuals of G. abaetensis appear subdivided in additional two clades with high

support (Fig. 1). This result is overall concordant with the three distinct population

9



308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341

10

clusters identified by Bayesian clustering analysis: (i) cluster 1 that includes samples of
G. abaetensis from Parque das Dunas, Arembepe and Guarajuba, (ii) cluster 2 with
individuals of G. abaetensis from Praia do Forte, Massarandupio and Baixio, and (iii)
cluster 3 that corresponds to G. itabaianensis with samples from Costa Azul, PARNA
Itabaiana, RPPN Caju, Pirambu and Pacatuba. Genetic divergence between these clusters
ranges from 3.97% to 9.27% (Fig. 1; Table S4).

For T. hygomi, the Bayesian inference tree and Bayesian clustering analyses were
roughly concordant in recovering a population subdivision in five clusters (Fig. 1): (i)
cluster 1 with individuals from Parque das Dunas, (ii) cluster 2 that includes samples from
Arembepe, Guarajuba, Praia do Forte and RPPN Caju, (iii) cluster 3 with individuals from
Massarandupié and Baixio, (iv) cluster 4 including samples from Barra do Itariri and
Costa Azul, and (v) cluster 5 that encompasses individuals from PARNA Itabaiana,
Pirambu and Pacatuba. These clusters exhibited between 1.53% to 9.76% of genetic
divergence (Table S4).

3.2. Morphology and genetic lineages

The null hypothesis of the absence of morphometric distinctiveness between
genetic clusters within each species was rejected (p < 0.001) for both G.
abaetensis/itabaianensis and T. hygomi based on the PERMANOVA analyses for both
linear and geometric morphometrics (Table 01). All pairwise post hoc comparisons
between pairs of clusters revealed significant differences after the Sequential Bonferroni

correction (Table S7).

3.2.1. Linear morphometrics

The visual inspection of LDA for G. abaetensis/itabaianensis, when using linear
morphological measurements accounting for sex, revealed a discrimination between the
genetic clusters identified by the Bayesian topology and RhierBAPS (Figs. 01-02).
Considering males and females separately, the projections of the canonical scores in the
reduced space of the first two axes explained 100% of the total variation. All inferred
genetic clusters were almost entirely discriminated from each other in both projections.
The exceptions were a single male specimen from cluster 3, which overlaid within the
morphometric space of cluster 2, and a single female specimen from cluster 2, which
overlaid within the morphometric space of cluster 3, respectively. The classification

reliability of specimens to their prior classes (genetic clusters as inferred by Bayesian

10
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analysis), measured with the Flexible Discriminant Analysis (FDA), resulted in an
accuracy of 93% for males and 79% for females (Table S5).

For T. hygomi, LDA analysis showed relatively low discrimination between
genetic clusters for both male and female datasets compared to G.
abaetensis/itabaianensis. The projections of the canonical scores in the reduced space of
the first two axes explained 80% and 73% of the total variation, respectively, and denoted
different discrimination degrees between genetic clusters of 7. hygomi (Fig. 2). In the
males’ projection, we highlight the more extensive overlap between clusters 3 and 4,
centrally distributed clusters in the species’ geographic range, and the better
discrimination between clusters 1, 2, and 5. In the females’ projection, cluster 4 was
discriminated from clusters 2 and 5 along the first canonical axis, while clusters 2, 3, and
5 were partially overlaid within the reduced canonical space (Fig.2). The classification
reliability of specimens to their prior classes (genetic clusters) measured with the Flexible
Discriminant Analysis (FDA) resulted in an accuracy of 86% for males and 83% for
females (Table S5), indicating excellent reliabilities for both male and female

classification results.

3.2.2. Geometric morphometrics

Results from LDA using landmarks to seek head shape differences in each species
between genetic clusters revealed high levels of discrimination (Figs. 1, 3 and 4).
Considering only males of G. abaetensis/itabaianensis, the projections of the canonical
scores in the reduced space of the first two axes, separately for the dorsal and lateral
profiles of the head, explained 100% of the total variation. In the dorsal head shape
projection, clusters 1 and 2 (G. abaetensis) were entirely discriminated from cluster 03
(G. itabaianensis) along the first canonical axis, and the former two were fully
discriminated from each other along the second axis (Fig. 03). The lateral region of the
males’ head got worse discrimination between lineages than the dorsal head shape, but
still having cluster 1 (G. abaetensis) fully discriminated from clusters 2 (G. abaetensis)
and 3 (G. itabaianensis), and the latter two groups almost entirely discriminated from
each other within the shape space (Fig. 03). In females, the projections of the canonical
scores in the reduced space of the first two axes explained 97% (dorsal head shape) and
100% (lateral head shape) of the total variation. In the dorsal head shape projection, the
three clusters were entirely discriminated along the first canonical axis, and cluster 1 (G.

abaetensis) and 3 (G. itabaianensis) were also fully discriminated from each other along
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the second axis (Fig. 03). For the lateral region of the females’ head, the LDA revealed a
more subtle separation among clusters, with a slight overlap between them (Fig. 03). The
classification reliability of specimens to their prior classes (genetic clusters) measured
with the Flexible Discriminant Analysis (FDA) resulted in an accuracy of 100% for both
males and females (for dorsal and lateral head shapes), indicating outstanding reliabilities
for the classification results (Table S3).

In the 7. hygomi males, for the dorsal head shape, the projections of the canonical
scores in the reduced space of the first two axes (73% of the total variation) revealed full
discrimination of clusters 1 and 5, with different discrimination degrees between clusters
2,3, and 4 (Fig. 04). For the lateral head shape, the first canonical axis (55.2%) led to the
full discrimination of cluster 1; along the second axis (20.9%), clusters 3 and 4 were
discriminated from each other but overlapped with clusters 2 and 5 (Fig. 04). In females,
the dorsal head shape exhibited a considerable overlap between lineages, but clusters 04
and 05 were almost discriminated from each other along the first axis. In contrast, the
lateral head shape discriminates cluster 1 from all other lineages along the second axis,
and cluster 5 was partially discriminated from clusters 2 to 4 along the first axis (Fig. 04).
The classification reliability of specimens to their prior classes (genetic clusters)
measured with the Flexible Discriminant Analysis (FDA) resulted in an accuracy of 93%
for males (both dorsal and lateral head shapes) and 79% for females (both dorsal and
lateral head shapes), indicating an outstanding reliability for males’ classification result

and an acceptable accuracy for females’ classification result (Table S6).

3.3. Relationship between morphology, climate, and geographic distances

In G. abaetensis/itabaianensis, dbRDA showed a significant relationship between
linear morphometrics and solar radiation (p = 0.003) for males, which explained 3.2% of
variation. We did not find significant values for the relationships between climatic data
and linear morphology in females. For 7. hygomi males, the analysis showed significant
relationships between linear morphometrics and solar radiation (p = 0.005) and
geographical distances (p = 0.005) that explained 15.0% and 3.5% of variation,
respectively. For females, linear morphometrics showed significance associations with
solar radiation (p = 0.007) and annual mean temperature (p = 0.017) (Table 02), which
explained 6.9% and 3.6% of variation, respectively.

In geometric morphometrics of the lateral head shape of males of G.

abaetensis/itabaianensis, dbRDA did not find significant association with climate data
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and geographical distance; but for the dorsal head shape there is a significant association
with wind speed (p = 0.018) that explained 8.9% of variation. In females, the dorsal head
shape did not exhibit significant relationships with climate data and geographic distances,
while the lateral head shape showed significant associations with annual mean
temperature (p = 0.003) and solar radiation (p = 0.013) (Table 02) that explained 6.2%
and 5.8% of variation, respectively. For 7. hygomi, we did not find any significant

association of geometric variation with climate data and geographic distance (Table 02).

4. Discussion

Variation in morphology stemming from genetic clusters can offer the necessary
insights to ascertain whether the observed high genetic diversity arises due to the
sampling of multiple species (Bickford et al., 2007; Kaliontzopoulou et al., 2012). In this
study, we combined morphometric and mtDNA data to untangle the cryptic diversity
across populations of two lizard species endemic to the coastal sandy dune formations in
northeastern Brazil. Our findings revealed five well-supported mitochondrial clusters
in 7. hygomi, which exhibited morphometrical differentiation between the most divergent
genetic clusters (clusters 1 and 5; Figs. 1, 2, 4). In G. abaetensis/itabaianensis, we found
three well-supported clusters in both mtDNA and morphometric analyses (Figs. 1, 2, 3),
which corresponds to southern (cluster 1) and northern (cluster 2) sampled localities of G.
abaetensis and G. itabaianensis (cluster 3). Noteworthy, in 7. hygomi we found the same
genetic clusters as observed in the previous study (Fazolato et al., 2017), but revealing
morphometric  differentiation  for the most divergent cluster. For G.
abaetensis/itabaianensis we found genetic and morphometric support for the two species
(Rosario et al., 2019), with a cryptic mitochondrial and morphometric cluster within G.
abaetensis. We also find associations between climate data and morphometric
differentiation for both 7. hygomiand G. abaetensis/itabaianensis, and geographic
distance only contributed significantly to linear morphometric variation of 7. hygomi.
Overall, our results together helped to settle biodiversity shortfalls (Linnean and
Darwinian; Hortal et al., 2015) in these diverse groups of lizards from the Neotropical
region and, in turn, will contribute to establishing conservation plans for these threatened
species.

Species complexes and cryptic diversity have often been proposed in tropidurids
and teiids (e.g., Rodrigues, 1987; Werneck et al., 2015; Carvalho et al., 2016; Matos et
al., 2016; Domingos et al., 2017; Arias et al., 2018; Castiglia et al., 2020). Our data

13
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revealed a previously undetected cryptic diversity within genetic clusters of lizards from
coastal sandy dunes in northeastern Brazil. Overall, the results concur with previous
studies for both lizard species (Fazolato et al., 2017; Rosario et al., 2019), but we found
additional morphological and genetic variation. We found morphological support for
distinct mtDNA genetic clusters in both lizard’s groups. In 7. hygomi, the new sampled
locations in the state of Sergipe clustered with the northernmost cluster (cluster 5) and
with cluster 2 (RPPN Caju). Interestingly, only the more divergent mitochondrial clusters
of T. hygomi exhibited morphological differentiation (Figs. 2, 4; Table S4): cluster 1 in
the southern distribution showed between 8.22% to 9.76% of divergence from other
clusters, and cluster 5 in the northern distribution exhibited between 7.61% to 9.76% of
divergence to other clusters. On the other hand, clusters 2, 3 and 4 of 7. hygomi showed
between 1.53% to 2.17% of divergence and overlapped in multivariate space of linear
and geometric morphometrics (Figs. 2, 4; Table S4) without significant morphological
differentiation. ~ Accordingly, we  found three genetic clusters for G.
abaetensis/itabaianensis that showed between 3.97% and 9.27% of divergence. In
addition to Rosario et al. (2019), we found two clusters in G. abatensis (clusters 1 and 2).
All clusters of G. abaetensis/itabaianensis showed significant morphometric
differentiation (Figs. 2, 3; Table S4). The most genetically divergent group is cluster 3 (at
least 9% of divergence in mtDNA), which encompasses G. itabaianensis and, in turn,
supports its recent description (Rosario et al., 2019). These results indicate that as longer
gene flow broke up, population clusters became more different in morphology. Also, the
presence of genetic and morphometric differentiated clusters in 7. hygomi and G.
abaetensis highlights the presence of cryptic diversity (candidate species) in both species
that demands further formal taxonomic analyses to evaluate the potential species status
of these clusters.

Morphometric results for 7. hygomi, considering both linear and geometric data,
showed better discrimination of clusters in males than in females (Fig. 2 and 4). In
tropidurids, there is a relationship between differences in body patterns between males
and females, which is not necessarily linked to reproductive success but rather to
predation opportunities, competition, habitat use, and thermal regulation (Cooper and
Vitt, 1989; Anderson and Vitt, 1990; Perez-Mellado and da la Riva, 1993). Additionally,
head size is related to male-male competition (Cooper and Vitt, 1989). Head and body
size are essential for males because competitive success is linked to choosing high-quality

habitats and territoriality (Kohlsdorf and Navas, 2006). Male morphology is shaped by
14
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intrasexual competition and is directly correlated with morphological variation and
success in contests between individuals (Cooper and Vitt, 1987, 1993; Hews, 1990;
Ord et al., 2001; Kratochvil and Frynta, 2002; Lappin and Husak, 2005). Therefore, the
higher morphometric distinctness in males than females may be associated with selection
processes acting with greater preponderance in males within each geographic region of
each lineage. Concerning G. abaetensis/itabaianensis, both linear and geometric
morphometrics for males and females provided different discrimination between mtDNA
clusters (Figs. 2 and 3). In Teiidae, the presence of sexual dimorphism is found in various
species and is associated with space usage as well as reproductive success in males with
larger head measurements (sexual competition) (Lewis et al., 2000; Mesquita and Colli,
2003). This selective pressure may be linked to habitat characteristics and interactions in
the regions represented by the clusters (Fig. 1). These pressures can lead to changes in
foraging behavior, escape tactics, and variations in clutch sizes (Vitt and Prince, 1982).
All of these factors may contribute to the morphological variation within the group, along
with the structural characteristics of the landscape due to its formation and distribution of
microhabitats for use.

The influence of climate variables and geographic distances on the morphometric
variation of 7. hygomi and G. abaetensis/itabaianensis yield different results. While in 7.
hygomi morphometric variation exhibited significant association with solar radiation,
temperature and geographic distance, for G. abaetensis/itabaianensis solar radiation,
wind speed and temperature played a significant role (Table 02). The significant
association between morphometric variation and geographic distance in 7. hygomi
populations shows the role of the isolation-by-distance process in shaping phenotype
variation (Wright, 1943). The role of isolation-by-distance in population differentiation
has been demonstrated for other Neotropical lizards (e.g., Guanizo et al., 2016; Oliveira
et al., 2018; Camurugi et al., 2022). On the other hand, in G. abaetensis/itabaianensis
geography did not present significant association with morphometric variation, which
could be associated with differences in habitat requirements when compared to 7. hygomi.
Conversely, climate heterogeneity played a significant role on morphometric variation on
both lizard’s groups. It has been demonstrated in lizards that morphometric differentiation
can be shaped by environmental conditions (e.g., Kaliontzopoulou et al., 2010; Ng et al.,
2013; Sacchi et al., 2016). Interestingly, temperature and solar radiation showed
significant relationships with morphometric variation for both lizard groups. These

climate variables (solar radiation and temperature) may directly affect the physiological
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processes of lizards (Pianka, 1986; Kiefer et al., 2005; Vitt and Caldwell, 2013). In
tropidurids and teiids inhabiting coastal restinga habitats, body temperature varies among
populations, reflecting a local adjustment to the thermal environment (Rocha and
Menezes, 2000; Kiefer et al., 2005). Yet, limb morphology and body size, for instance,
directly relate to physiological regulation, competition, and habitat use (Vitt and
Caldwell, 2013). The relationship between climate and morphology is more
comprehensive in females, likely due to territoriality relationships, given that habitat
conditions during oviposition periods may be more relevant for individuals of this sex
(Ferguson et al., 1983; Sousa et al., 2021). Males of T. hygomi exhibited significant
relationship between morphometric variation and solar radiation (Table 02), while
females showed significant association with solar radiation and annual mean temperature.
In teiids, temperature influences litter patterns and consequences for laying periods due
to its direct relationship with warmer (dry) periods (Mesquita and Colli, 2003). These
aspects tend to increase intraspecific sexual competition and consequently drive selection
for morphology more oriented toward competition (Lewis et al., 2000). However, these
results should be interpreted with caution as only a small portion of morphometric
variance was explained by significant predictors.

Finally, our results have significant consequences on conservation actions for
these threatened lizards. By combining genetic and morphometric data we confirmed the
presence of cryptic variation in 7. hygomi and the new species (G. itabianensis) of
previous surveys (Fazolato et al., 2017; Rosario et al., 2019) and found additional cryptic
variation within G. abaetensis. For both groups (7. hygomi and G.
abaetensis/itabaianensis) the concordance of morphological and genetic analyses
strongly supports the presence of three clusters, of which two in 7. Aygomi and one in G.
abaetensis need further investigation to assess their species status. Currently, only 7.
hygomi and G. abaetensis are classified in the list of threatened species as Vulnerable and
Endangered, respectively (ICMBIO, 2018). Glaucomastix itabaianensis are still not
included in the list, but in the species proposal the authors claimed for its endangered
status (Rosario et al., 2019). Thus, these species occur in a very restricted region with
high human pressure for habitat loss (Ledo and Dominguez, 2000; Dias and Rocha, 2005;
Gomes, 2010; Martins et al., 2010; Leite et al., 2021) and present high levels of cryptic
diversity that could encompass undescribed species, conservation plans that consider

results from this study are of utmost importance.
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Despite restricted ranges of 7. hygomi and G. abaetensis/itabaianensis in the
coastal sandy dunes of northeastern Brazil, our results revealed genetic and
morphological variations that denote the presence of cryptic diversity that could be
asserted as candidate species. Our analyses also uncovered the significant role of
geography and climate on morphometric variation. These results revealed a hidden
diversity and a complex evolutionary history across a short range of sandy dune habitats,
which could be associated with sea level oscillations through the Quaternary (Fazolato et
al., 2017). Further genomic analyses could also help to disentangle the evolution of
patterns revealed here and contribute to conservation actions that can avoid anthropogenic

disturbances that jeopardize these lizards.
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Figure 01. Bayesian phylogeny based on cytb for Glaucomastix abaetensis and G. itabaianensis (a) and

T. hygomi (b). Node supports are posterior probabilities of Bayesian inference. Plot of membership

coefficients of the best clustering G. abaetensis/itabaianensis (k=3) (c) and T. hygomi (k=3) (d) from

RhierBAPS. Color’s bars represent genetic clusters. Maps of the studied area with the collection sites of

G. abaetensis/itabaianensis (e) and T. hygomi (f). Colors and symbols correspond to genetic clusters.

(Photos: Dr. Ricardo Marques)
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Figure 02. Linear Discriminant Analysis (LDA) based on linear morphometrics of

Tropidurus hygomi and Glaucomastix abaetensis/itabaianensis for males and females.

Group colors are according to genetic clusters in figure 1.

29



30

961 AR

% X e

962 P - ,. .—' e |
. .

964 — —

965
966 Glaucomastix abaetensis/itabaianensis - Male (Dorsal) Glaucomastix abaetensis/itabalanensis - Male (Side)

Cluster
" ' .

- "
972 )

. ]
.

973 e

..
L4 .

967
968

969 | '
Cluster
LB
) "

970

LD 19 4N
D10 1N

971

974 . .
LDY 190 SN LDt (80 %)

975
976
977 Glaucomastix abaetensis/itabaianensis - Female (Dorsal) Glaucomastix abaetensis/itabalanensis - Female (Side)
978 !
979
980

Custer

.|
| B

981

LGNS o
LD 14 4%)

982
983 ‘

984 . ‘..’ l

985

LD B1%)

LD (85 6%)

986

987  Figure 03. Linear Discriminant Analysis (LDA) based on geometric morphometrics of
988  Glaucomastix abaetensis/itabaianensis. On the left are plots of dorsal variation for

989  males and females. On the right are plots for the lateral head variation. The upper

990  scheme depicts the dorsal and lateral views of the head with landmarks (red points) and

991  semilandmarks (blue points).

30



992

993

994

995

996

997

998

999
1000
1001
1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008
1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022

Tropidurus hygomi - Male (Dorsal) Tropidurus hygomi - Male (Side)

Chuster

£ . | B
A ¥
: B
9 . | B
. B

LDY (48 83% LDV 56 21%)
J oN)

Tropidurus hygomi - Female (Dorsal) Tropidurus hygom - Female (Side)

\

Chyster

am
.

AN

(er,
LD

LD (52 75%) . LD 08 3%

Figure 04. Linear Discriminant Analysis (LDA) based geometric morphometrics of
Tropidurus hygomi. On the left are plots of dorsal variation for males and females. On
the right are plots for the lateral head variation. The upper scheme depicts the dorsal and

lateral views of the head with landmarks (red points) and semilandmarks (blue points).

31



1023
1024
1025
1026

1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035

32

Table 01. PERMANOVA results for linear morphometrics (LM) and geometric
morphometrics (GM) (dorsal and lateral head) for males and females of Tropidurus

hygomi and Glaucomastix abaetensis/itabaianensis.

df  sq F p

Dorsal - female 4 177,86 11.116 0,001
Residual 71 284

Side - female 4 238,35 14.897 0,001

Residual 71 284
Tropidurs hygomi Dorsal - male 4 218,55 13.659 0,001
Residual 36 144
Side - male 4 360,51 22,532 0,001
GM Residual 36 148

Dorsal - male 2 997,78 249,45 0,001

Residual 38 76
Glaucomastix abaetensis/itabaianensis Side - male 2 210,29 52.572 0,001
Residual 38 76

Dorsal - female 2 66023 16506 0,001
Residual 33 66

Side - female 2 87.378 21.845 0,001

Residual 33 66.000
Male 4 317,76 20 0,001

Tropidurs hygomi Residual 73 292
Female 4 334,43 20.902 0,001

LM Residual 54 216
Male 2 272,96 68.239 0,001

Glaucomastix abaetensis/itabaianensis Residual 39 78
Female 2 141,02 35.255 0,001

Residual 35 70

32



1036
1037
1038
1039
1040
1041

Table 02. Table with the results of dbRDA for females and males of Glaucomastix

abaetensis/itabaianensis and Tropidurus hygomi, showing the significance results for

33

environmental variables (Solar Radiation, Wind Speed, Annual Mean Temperature) and

geographical distances (latitude) based on morphological information: GM (geometric

morphometrics) - Dorsal and lateral head; LM (linear morphometrics) - Body (body and
limbs)
Analysis Specie(sex) Variable df Variance F p
Analysis
Tropidurus hygomi (Male) Significance Model 4 57,36 4.6134 0,001
Residual 46 142,98
Axes
Significance CAP1 1 55.374 17.8148 0.002
CAP2 1 1.306 0.4203 0.981
Variables
Significances Solar Radiation 1 27.042 8.7000 0.005
Wind Speed 1 2.105 0.6771 0.459
Annual Mean
Temperature 1 0.776 0.2497 0.774
Geography 1 27.437 8.8270 0.005
Analysis
Tropidurus hygomi (Female) Significance Model 4 18.421 3.5648 0.005
Residual 73 94.306
Axes
Significance CAP1 1 15.015 11.6228 0.004
CAP2 1 2.525 1.9544 0.488
Variables
Significances Solar Radiation 1 7.787 6.0279 0.007
Wind Speed 1 3.462 2.6801 0.079
Annual Mean
Temperature 1 5.374 4.1595 0.017
Geography 1 1.798 1.3919 0.223
Analysis
Significance Model 4 47.156 2.0011 0.082
Glaucomastix
abaetensis/itabaianensis
(Male) Residual 33 194.413
Axes
Significance CAP1 1 43.953 7.4606 0.053
LM CAP2 1 2.187 0.3712 0.990
Variables
Significances Solar Radiation 1 36.175 6.1403 0.003
Wind Speed 1 2.719 0.4615 0.450
Annual Mean
Temperature 1 7.732 1.3125 0.265
Geography 1 0.531 0.0901 0.955
Analysis
Significance Model 4 18.205 1.4979 0.194
Glaucomastix
abaetensis/itabaianensis
(Female) Residual 37 112.425
Axes
Significance CAP1 1 14.800 4.8709 0.250
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Abstract:

O periodo Quaternario foi marcado por variacdes climaticas que tiveram grandes
impactos nos ecossistemas costeiros e na diversificacdo de espécies no mundo todo. Um
dos maiores impactos esta associado a oscilagdo do nivel do mar o qual foi preponderante
na formacdo de ecossistemas costeiros de restinga no litoral do Brasil. Estas formacdes
arenosas pleistocénicas apresentam um carater singular devido a sua formagao recente,
mudangas constantes e grande influéncia salina, edlica e solar. Os lagartos Tropidurus
hygomi, Glaucomastix abaetensis e Glaucomastix itabaianensis sao espécies endémicas e
simpatricas nestas formagdes de restingas no litoral norte da Bahia e Sergipe. Neste
trabalho utilizamos informagdes gendmicas a partir de ddRAD e modelagem de nicho para
investigar de forma mais refinada a estruturacao populacional, fluxo génico, demografia
histdrica e distribuicao potencial destas espécies para o passado. Identificamos oito cluster
genéticos para taxons com grande estruturacdo populacional bem suportadas assim como
a presencga de fluxo génico associado a planicies costeiras e barreiras de fluxo génico

associadas a rios, regides Umidas e dunas de formacado edlica. Encontramos associacao dos
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periodos de expansao populacional sobre a plataforma continental durantes os periodos
de rebaixamento do nivel do mar e contragao populacional durante o avanga do nivel do
mar. Acreditamos que a formagao histdrica do ecossistema de restinga do litoral norte da
Bahia e Sergipe esta diretamente associado com a diversificagdo destes lagartos
endémicos. As populagdes destes taxons sofreram momentos de expansao e contragao,
viabilizando oportunidades de habitats assim como perda dos mesmos em funcdo do clima
e exposicao da plataforma continental. A presenga de formagdes Umidas e rios podem estar
diretamente associados a formas de barreiras de fluxo génicos contribuindo também com
a estruturacdo populacional destas espécies. Possivelmente a histdria biogeografica e
evolutiva destes lagartos assim como de outras espcies pode esta intimamente associadas
as paisagens de restingas e suas transformagao ao longo do Pleistoceno-Holoceno.
Sinalizamos a importancia de estudos gendbmicos em outros taxons para entender melhor
guais processos evolutivos e biogeograficos estdo associados as restingas assim como uma

preocupacdo para a conservacgado destas espécies.

Keywords: NGS, pleistoceno, holoceno, Quaternario, Biogeografia

1. Introdugao

Apesar da regido neotropical abrigar os maiores niveis de biodiversidade do
planeta, ainda existem muitas lacunas a serem exploradas a respeito dos mecanismos
ecoldgicos e evolutivos responsaveis por moldar essa diversidade (Rull, 2011; Antonelli et
al., 2018a; Wilson, 2000; Antonelli, 2022). Muitas espécies neotropicais exibem alta
estrutura e diversidade genética populacional criptica ao longo do espaco geografico,
muitas vezes associadas a complexos de espécies (Ramos et al., 2012; Vargas et al., 2015;
Moraes-Barros and Arteaga, 2015; Antonelli et al., 2018b; Vieira et al., 2023). Diversos
processos ao longo do Tercidrio e Quaternario contribuiram para dinamica evolutiva da
biota desta regido, sendo o periodo mais recente (Pleistoceno e Holoceno) bastante
marcado por mudangas climaticas ciclicas que fragmentaram habitats e alteraram os niveis
dos oceanos (Rull, 2008).

Algumas hipdteses buscam explicar quais processos foram preponderantes na

diversificagao dos taxons neotropicais, como a hipdtese dos rios como barreiras ao fluxo
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génico sendo importante para eventos vicariantes que levaram a especia¢do de organismos
terrestres (Wallace, 1852; Patton et al., 1994; 2000; Kopuchian et al., 2020; Naka and Pil,
2020). Para o Quaternario, a teoria dos refugios pleistocénicos (Haffer, 1969) e a teoria das
flutuacdes do nivel do mar (Nores, 2002). Estas duas ultimas englobam os efeitos das
mudancas climaticas e suas repercussdes ao longo do Pleistoceno. Haffer (1969) abordou
como as mudangas da temperatura durante do Pleistoceno contribuiram com a formagao
de refugios como ilhas florestais, afetando as espécies dependentes destes ambientes com
momentos de expansdo (periodos mais quentes) e momentos de retragdo (periodos mais
frios formando refugios). Sob uma perspectiva diferente, Nores (2002) discute os efeitos
da variagdo do nivel do mar na diversificagao na América do Sul, resultando na segregagao
da biota devido aos efeitos da fragmentagao de planicies terrestres, o que gera a formagao
de ilhas e favorece a especiagao alopatrica. Entretanto, as flutuagdes marinhas também
tiveram efeitos na diversificacdo de outros taxons (Fitzpatrick et al., 2009; Thomaz et al.,
2015; Guo et al., 2015; Weigelt et al., 2016; Fazolato et al., 2017; Yousefi et al., 2023) com
grande atengdo em regides influéncia costeira oceanica devido as caracteristicas
geograficas e/ou pelas espécies serem endémicas e mais afetadas pelas transformacdes
destas paisagens (Weigelt et al., 2016; Papadopoulou and Knowles, 2017).

Nas faixas costeiras continentais as oscilagdes do nivel do mar resultaram em
processos de sedimentacdo, assim como modificacGes da paisagem costeira (Curray, 1961;
Siddall et al, 2003; Sant’Anna Neto et al., 2005; Bailey and Flemming, 2008; Hansen et al,
2013; Micallef et al, 2013). Na costa brasileira, estas oscilagdes foram responsaveis pela
formacdo de regides arenosas dunares, denominadas Restingas (Dominguez, 2006). Estas
formacbes sdo de origem predominantemente quaterndria e abrigam altos indices de
endemismo (Cerqueira et al., 2000; Rocha et al., 2005; Xavier et al., 2015), resultante da
diversidade de habitats e adaptagdes dessas espécies a um ambiente com um alto stress
abidtico a partir de influéncia arenosa, salina, edlica e alta temperatura (Dominguez et al.,
1990; 1992; Mclachlan, 1991). Apesar do crescente conhecimento a respeito dos
processos geolégicos, pouco se sabe sobre os processos de diversificacdo nas Restingas
(Mora et al., 2007; Pinheiro et al., 2011; Turchetto-Zolet et al., 2013; Xavier et al., 2015),
especialmente da regido nordeste do Brasil (Massante e Gerhold, 2020). Além de ser um

ecossistema de recente formacao, as restingas apresentam um mosaico de habitats em
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constante dindmica de mudancas devido a forte influéncia oceanica (Callan, 1964; Duffey,
1968; MclLachlan, 1991).

As paisagens de restinga sdo compostas por diferentes estruturas originadas ao
longo do Pleistoceno e Holoceno. Oscilagdes do nivel do mar contribuiram diretamente
para a formacao e distribuicdo dos manguezais (Behling, 2001a; 2001b; Vedel et al., 2006;
Krauss et al., 2008); os ventos oceanicos contribuiram para a formag¢do de complexo
dunares e sua distribuicdo no espaco costeiro (Hesp, 2002; Dominguez, 2006; Abhar et al.,
2015); eventos edlicos e de sedimentacdo estdo associados a formacdo de complexos
lagunares e hidroldgicos(Villwock et al., 2005; Vital et al., 2005; Latrubesse et al., 2005). Tal
heterogeneidade na paisagem propicia a presen¢a de um mosaico de estruturas na faixa
costeira que oportunizam a presenca de populacdes de espécies ou limitam sua
distribuicao de acordo com a dinamica de distribuicao e ocupagao de habitats. Porém,
devido a prdpria caracteristica de transformacdes rdpidas das paisagens de restinga
(Dominguez, 2006), eventos de transgressivos e regressivos do nivel do mar também
oportunizaram a expansdao dessas formagOes costeiras até o limite da plataforma
continental em periodos com o nivel do mar mais baixo, oportunizando expansdo
populacional de espécies residentes (Fazolato et al., 2017). No Brasil estes eventos
ocorreram em diferentes proporg¢des, com a maior exposi¢do da plataforma continental na
foz do rio amazonas (250 km) e menor na regido nordeste de 30km a 63km de largura
devido a ser uma porc¢do mais rasa da linha de costa (aprox. 40 de profundidade) (Vital et
al., 2005). Na costa nordeste oriental, na foz dos principais rios, existe a presenca planicies
costeiras com laguna-barreira de origem pleistocénica/holocénica assim como lagunas,
estudrios, manguezais e corddes litoraneos trabalhados pelo vento formando campos de
dunas (Villwock et al., 2005). Todas estas condi¢Oes estruturais da paisagem, assim como
a formagao e a rapida transformagao das restingas, abrem questionamentos a respeito dos
processos de diversificacdo das espécies residentes nestes ecossistemas assim como os
efeitos da paisagem nas populagdes.

Aqui, estudamos a diversificacdo espaco-temporal de trés espécies de lagartos
simpatricos e endémicos de formagdes de restinga do nordeste do Brasil: Tropidurus
hygomi, Glaucomastix abaetensis e G. itabaianensis. Tropidurus hygomi Reinhardt &
Luetken, 1868 é endémico das formacdes arenosas costeiras do litoral norte da Bahia até

o litoral de Sergipe (Vanzolini and Gomes, 1979; Rodrigues, 1987), limitado ao sul pela foz
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do Rio Paraguagu e ao norte pela foz do Rio sdo Francisco. Um estudo filogeografico da
espécie identificou a formacdo de cinco linhagens mitocondriais bem suportadas (1.5 a
9.8%, cytb/mtDNA), sugerindo diversificagdo associada aos processos transgressivos e
regressivos do nivel do mar ao longo do Quaternario (Fazolato et al, 2017). O lagarto G.
abaetensis (Dias, Rocha & Vrcibradic 2002) se distribui nas formagdes de restinga do litoral
norte do estado da Bahia entre as fozes dos rios Paraguagu e Itapicuru. Glaucomastix
Itabaianensis ocorre do extremo norte do litoral da Bahia até o Sergipe (Rosario et al, 2019)
entre as fozes dos rios Itapicuru e Sao Francisco. Um estudo filogeografico por Rosario et
al. (2019) identificou duas linhagens divergentes (9.1 e 10.1%) ao longo da distribuicdo de
G. abaetensis, culminando na descricdo da espécie G. itabaianensis, ao norte da
distribuicao original de G. abaetensis. Estas espécies constituem modelos ideais para se
compreender a histdria de diversificacdo das formacdes de restinga do nordeste do Brasil
por serem simpatricas, endémicas e apresentarem forte associagdo com o habitat
associado a restrigdes fisioldgicas e ecoldgicas. Além disso, como T. hygomi e G. abaetensis
sdo consideradas vulneravel e em perigo (ICMBIO, 2018), respectivamente, a compreensao
da variagao genética espacial destas espécies é de extrema importancia para planos de
manejo e conservagao.

No presente estudo utilizamos dados subgendmicos obtidos por double-digest
restriction-site-associated DNA sequencing (ddRADseq) dos lagartos T. hygomi, G.
abaetensis e G. itabaianensis para acessar a variacdo espacial destas espécies ao longo das
formacbes de Restinga do litoral do nordeste do Brasil. N6s acessamos a estrutura
populacional e a demografia histérica para avaliar o efeito da estrutura da paisagem e das
mudangas de clima do Quaternario na diversificagao destas espécies. Especificamente, nds
objetivamos responder as seguintes questdes: (i) ha estrutura genética entre as populagdes
das espécies analisadas? (ii) A diferenciacdo genética é espacialmente congruente entre as
espécies? (iii) Como as mudancas climaticas e do nivel do mar do Quaterndrio afetaram a
demografia das espécies analisadas? Ha sincronismo na variagdo demograficas destas

espécies?
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2. Material e Métodos
2.1 Amostragem, Preparac¢do das bibliotecas (ddRAD) e sequenciamento

Foram obtidas 205 amostras de tecidos (musculo da cauda) para espécies focais do
estudo: 112 de T. hygomi, 50 de G. abaetensis e 43 de G. itabaianensis. As amostras foram
obtidas ao longo de 12 4reas de acordo com as regides de distribuicdo das espécies (Figura
01; Tabela S1). A licenga para a coleta foi concedida pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), por meio do Sistema de Autorizacdo e Informacao
em Biodiversidade (SISBIO) nimero SISBIO/MMA 71281-4. O registro para o acesso do
patrimonio genético nacional foi concedido Conselho de Gestao do Patrimdnio Genético
por meio do Sistema Nacional do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN) sob cadastro de acesso SISGEN/MMA AODC599 e sob o cadastro de
remessa SISGEN/MMA R3C3C4A.

O DNA genodmico total foi extraido a partir do musculo de caudas autotomizadas,
assim como dos animais coletados, utilizando o kit Dneasy Blood & Tissue (QIAGEN, Hilden,
Germany). As amostras foram processadas utilizando a abordagem de bibliotecas ddRAD
(Parchman et al., 2012; Peterson et al., 2012). As bibliotecas foram construidas seguindo
os protocolos de Parchman et al. (2012) e Peterson et al. (2012) com modificacdes
adicionais descritas em Batalha-Filho et al. (2023). As modificagGes incluiram: o uso de
enzimas de restricdo Sbfl ao invés de EcoRl (recomendado para grandes genomas ou mais
individuos por biblioteca); dual-index barcode para permitir o uso de diversas (multiplexing
> 96) amostras por biblioteca; Y-adapter para Msel de Peterson et al. (2012) para prevenir
a amplificagao de fragmentos de Msel-Msel; CutSmart buffer para simplificar as misturas
de ligagdo e restricao; purificagdo pos-ligagao utilizando Agencourt AMPure beads
(Beckman Coulter, California, USA); PCR utilizando Q5 Hot Start Polymerase (New England
BioLabs, Massachusetts, USA); PCR modificada para diminuir o numero de ciclos
aumentando o numero de réplicas (quatro reacdes separadas de 10 ul de produto de
ligacdo-restricdo que mais tarde foram combinados) e iniciando o volume de DNA; adigdo
de primers e dNTPs para um ciclo térmico final para reduzir produtos de PCR de cadeia
simples ou heteroduplex; e limpeza final com selegao de tamanho com AMPure beads. O
DNA foi duplamente digerido com as enzimas Sbfl e Msel. Em seguida adaptadores
especificos e barcodes unicos foram ligados a digestao do DNA e o passo da purificagao

(para eliminagdo de fragmentos menores) foi conduzido utilizando o AMPure beads. Apds
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isso, foram realizadas PCR sutilizando primers PCR Illumina para amplificar os fragmentos
gue tinham adaptadores e barcodes ligados nas extremidades de acordo com os tamanhos
de 400-500 bp de acordo com o gel de extracdo. Em seguida foi realizada outro passo de
purificacdo com MinElute Gel Extraction kit (QIAGEN, Hilden, Germany) e beads magnéticas
AMPure. Todas as bibliotecas foram quantificadas usando o Fluorémetro Qubit e
sequenciadas em ambas as dire¢des (paired-end) com leituras de 125 pb em uma

plataforma lllumina na Novogene Co. (Beijing, China).

2.2. Processamento dos dados de ddRADseq

Nas analises subsequentes, as espécies irmas G. abaetensis e G. itabaianensis
(doravante denominadas G. abaetensis/itabaianensis) foram tratadas como um Unico
grupo devido a magnitude da diferenciacdo genética entre essas duas espécies serem
semelhantes (Rosario et al., 2019) a diferenciacdo genética observada entre os
agrupamentos genéticos de T. hygomi (Fazolato et al., 2017).

Foi utilizada a ferramenta Sabre (https://github.com/najoshi/sabre) para o

demultiplex das reads para arquivos Fastq separados por individuo. A pipeline ipyrad
v0.7.29 (Eaton and Overcast 2020) foi utilizada para processar os dados genémicos para
cada taxon. Foi realizando um assembling Unico combinando as reads de G. abaetensis e
G. itabaianensis, e para T. hygomi o assembling foi realizado separadamente. Foram
obtidos assembling para todas as amostras por tdxon e para cada um dos clusters
recuperados no sNMF (veja Figura 01). Utilizamos o método de agrupamento de novo,
profundidade minima para o base calling foi 10, filtragem dos adaptadores e corte das
primeiras e Ultimas cinco bases de todas as reads. Um maximo de 10% de dados ausentes
foi permitido para o conjunto de dados de cada espécie. Os demais parametros foram
utilizados no modo default. Para T. hygomi, recuperamos uma média de 1.090.844,15 reads
filtradas na montagem, com 12.441 loci e 125.324 SNPs no total. Para G.
abaetensis/itabaianensis, o processamento do conjunto de dados gerou uma média de
1.023.079,27 read:s filtradas na montagem por amostra, com o total de 13.460 loci e 86.536
SNPs.
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2.3 Estrutura populacional, diversidade genética e migracao

Os valores de diversidade genética foram obtidos no DnaSP v.6.12 (Rozas et al.
2017) através dos cdlculos de diversidade de hapldtipos (genes) (Nei, 1987), diversidade de
nucleotideos (Nei, 1987) e niumero médio de diferencas de nucleotideos (Tajima, 1983)
(Tabela 01). A estrutura genética foi investigada por Analise de Componentes Principais
(PCA) usando a funcdo glPca do pacote adegenet 2.1.2 (Jombart 2008) pelo R Statistical
Software (v4.0.6; R Core Team 2021). Também, avaliamos a estrutura genética
populacional usando a abordagem de Fatoracdo de Matriz Ndo Negativa Esparsa (SNMF)
no pacote LEA (Frichot e Francois 2015), que é baseada em métodos de verossimilhanca,
andlise de componentes principais (PCA) e algoritmos NMF, mostrando robustez aos
desvios de suposicdes tradicionais do modelo genético populacional (Frichot et al. 2014).
Testamos o numero de clusters geneticamente distintos (K) entre 1 e 10. Para testar a
precisdo dos resultados, duzentas réplicas foram executadas para cada K sob diferentes
valores de parametros de regularizacdo alfa (1, 10, 100 e 1000). O valor 6timo de K foi
determinado utilizando o critério de entropia cruzada (Frichot et al. 2014).

Para investigar a estrutura espacial e conectividade populacional, utilizamos o
método Estimated Effective Migration Surface (EEMS; Petkova et al. 2016). A abordagem
EEMS é robusta para separar a contribuicdo do isolamento por distancia puro do efeito de
barreiras histéricas ou paisagens heterogéneas na diferenciacdo populacional (Petkova et
al.,, 2016). A matriz de dissimilaridade genética média foi calculada com o programa

bed2diffs (https://github.com/dipetkov/eems/tree/master/bed2diffs) apds converter o

arquivo VCF para o formato BED usando PLINK v1.9 (Chang et al. 2015). Os poligonos de
habitat foram construidos com base na distribuicdo dos pontos de amostragem genética
(Tabela S1). Para T. hygomi e G. abaetensis/itabaianensis a area abrangida pelo poligono
compreendeu a faixa de distribuicdo entre os estados da Bahia e Sergipe. As analises foram
executadas usando o runeems_snps versdo 1 do EEMS para 30 x 10° iteracbes, com os
primeiros 5 x 108 excluidos como burn-in e tamanhos deme de 300 para ambos os téxons.
Para cada espécie, foram realizadas trés analises independentes para garantir a
convergéncia, que foi verificada comparando os graficos de tracos posteriores gerados

pelos reemsplots do pacote R (https://github.com/dipetkov/eems/tree/master/plotting).

Este mesmo pacote foi utilizado para visualizar os resultados finais combinados.
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Para estimar as relagdes filogenéticas entre as populacdes amostradas aplicamos o
modelo coalescente multiespécies (MSC) para acomodar diferentes histérias genealdgicas
entre loci devido a fenébmenos como sorteamento incompleto de linhagens (ILS; Rannala
et al., 2020). Foi utilizado um SNP por locus nessa andlise. A andlise MSC foi conduzida no
programa SVD — SVDquartets (Chifman & Kubatko, 2014) implementado através do PAUP*
4.0 (Swofford, 2003) com 1000 réplicas de bootstrap.

2.4. Inferéncia demografica

As estimativas demograficas de mudanca do tamanho efetivo populacional ao longo
do tempo foram obtidas pelo método Stairway plot v2.1.1 (Liu and Fu, 2020), que é uma
abordagem é flexivel e baseada em SFS (site frequency spectrum). As estimativas foram
obtidas individualmente para cada um dos grupos genéticos recuperados nos testes de
estrutura genética (Figura 1) em cada um dos taxons. Para gerar o grafico de Stairway,
assumimos uma taxa de mutacdo de 1.1 x 10® e um tempo de gerac3do de 1 ano para as
espécies (Caetano and Colli, 2021; Barley et al.,, 2022). A estimativa (mediana) e o

pseudointervalo de confianca (IC) de 95% foram gerados com base em 200 replicacdes.

2.5. Modelagem de nicho ecoldgico

Para inferir os efeitos das oscilacdes climdticas do Quaterndrio na dinamica de
distribuicao dos taxons analisados espécies, modelamos a distribuicao potencial das
espécies nas condicdes atuais e ao longo de diferentes periodos do Quaternario Superior.
Considerando a presenca dos lagartos associada a faixa costeira com direta influéncia das
oscilacGes do mar, esperamos que em periodos mais quentes (Holoceno — ultimos 8,3 mil
anos atrds) a distribuicdo destes animais tenha menor amplitude devido a baixa exposi¢do
da plataforma continental e nos periodos mais frios tenha maior expansao da distribuigao
devido a maior exposicdo da plataforma continental (17-113 mil anos atrds), havendo
maior disponibilidade de habitats e conectividade nas épocas interstadiais de Heinrich,
Bolling-Allergd e Young Dryas. As ocorréncias de espécies foram obtidas a partir dos
trabalhos de Fazolato et al., (2017) e Rosario et al., (2019) e nossa amostragem genética
(Tabela S1). Para reduzir o viés na modelagem, utilizamos filtro de afinamento para excluir
locais em um raio de até 5 km usando o pacote spThin (Aiello-Lammens et al. 2015).

Geramos Modelos de Nicho Ecoldgico (ENMs) sob a abordagem de maxima entropia
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(Phillips et al. 2006) juntamente com varidveis bioclimaticas disponiveis em Paleoclim
(Brown et al. 2018) com resolucdo de 2,5 arc minutos. Para a analise ENM utilizamos
variaveis bioclimaticas ndo correlacionadas (r de Pearson < 0,7) para cada espécie com base
nos dados de ocorréncia: a) T. hygomi — isotermalidade (bio3), amplitude anual da
temperatura (bio7), temperatura média do trimestre mais seco (bio9), precipitacdo do més
mais chuvoso (bio13), sazonalidade da precipitacdo (biol5) e precipitacdo do trimestre
mais frio (bio19); B) G. abaetensis/itabaianensis — isotermalidade (bio3), amplitude anual
da temperatura (bio7), Temperatura média do trimestre mais quente (bio10), precipitacdo
do més mais chuvoso (biol3), precipitagdo do més mais seco (biol4), sazonalidade da
precipitacdo (biol5). Utilizamos nove periodos desde o Pleistoceno Superior até o presente
(Brown et al. 2018): condi¢Ges atuais; Holoceno tardio, Meghalayan (4,2-0,3 kya); Holoceno
médio, Nortegrippiano (8,326-4,2 kya); Holoceno inicial, Groenlandia (11,7-8,326 kya);
Younger Dryas Stadial (12,9-11,7 kya); Bglling-Allergd (14,7-12,9 kya); Heinrich Stadial 1
(17,0-14,7 kya); Ultimo Maximo Glacial (cerca de 21 mil anos); e Ultimo Interglacial (cerca
de 130 mil anos). Para T. hygomi e G. abaetensis/itabaianensis as camadas foram cortadas
iguais devido a distribuigao simpatrica das espécies em uma extensao geografica entre as
coordenadas -40.50 (longitude maxima), -35.00 (longitude minima), -13.50 (latitude
maxima) e -8.50 (latitude minima) usando o pacote raster (//rspatial.org/ raster/). O
background para cada espécie foi obtido gerando aleatoriamente 1.000 pontos através do
poligono convexo minimo. Executamos e avaliamos modelos usando a fungcdo ENM
evaluate do pacote ENMeval (Muscarella et al. 2014). Testamos valores do multiplicador
de regularizacdo de 1 a 5, com incrementos de 0,5, bem como as seguintes combinagdes
de classes de recursos: linear, linear-quadratico, hinge e linear-quadratico-hinge. Para
evitar overfitting, realizamos uma validagdo cruzada espacial com o método
checkerboard2, que divide nossos dados em quatro conjuntos de avaliacdo. Para cada
conjunto, o modelo foi treinado nos trés conjuntos restantes e testado utilizando o
conjunto de avaliagao. O melhor modelo foi escolhido com base na taxa de omissao e nos
valores de AUC (ou seja, escolhemos o modelo com menor taxa de omissdo e maior AUC).
Os modelos finais mais bem ajustados foram gerados usando a fungdo maxent no pacote

dismo (https://github.com/rspatial/dismo).
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3. Resultados
3.1 Diversidade genética e estrutura populacional

O sequenciamento ddRADseq obteve uma média de 1.090.844,15 raw reads (leitura
brutas) para 103 amostras de T. hygomi e 1.023.079,27 raw reads para 83 amostras de G.
abaetensis/itabaianensis. Apés a filtragem do ipyrad foi retido uma média de 1.087.694,22
reads para T. hygomi e 1.020.601,49 reads para G. abaetensis/itabaianensis. A base de
consenso e agrupamento entre amostras considerando uma cobertura de profundidade
minima de 10, recuperou: 12.441 loci com 125.324 SNPs para T. hygomi em uma matriz
com 16,08% de sitios faltantes e 13.460 loci com 86.536 SNPs para Glaucomastix
abaetensis/itabaianensis em uma matriz com 14,75 % de sitios faltantes. Para T. hygomi e
G. abaetensis/itabaianensis encontramos heterozigosidade média de 0,00973688 e
0,00915884 respectivamente, com taxa de erro de 0,00169106 e 0,00161654 também
respectivamente. Usando todas as amostras de cada espécie a média da diversidade de
haplétipos (genes — Hd), da diversidade de nucleotideos (Pi) e a média de diferengas de
nucleotideos (ThetaK) para todos os agrupamentos genéticos de T. hygomi (Tabela 01)
foram 0,2315985, 0,00185528 e 0,38417821 respectivamente e 0,15035462, 0,00108025
e 0,2287954 respectivamente para G. abaetensis/itabaianensis (Tabela 01).

A inferéncia de estrutura populacional pelo SNMF revelou que ambos os taxons

estdo subdivididos em oito agrupamentos genéticos distintos (k=8; Figura 01). Para T.
hygomi os clusters foram (Figura 01D): (1) Parque das dunas — PDD, (2) Guarajuba — GU, (4)
Barra do itrariri — BI, (5) Costa azul — CA, (6) RPPN Caju — CJ, (7) PARNA Serra de Itabaiana
—IT, (8) Pirambu — Pl com Pacatuba — PA e (3) uma regido em que os individuos de Praia do
Forte — PF, Massarandupio — MA e Baixio — BA apresentam uma mistura significativa
(admixture) bem acentuada entre estas trés localidades. A estrutura populacional
observada no sNMF também foi identificada nos resultados da PCA (Figura O1F), porém
com os clusters genéticos da regido de Sergipe (IT, Pl e PA) ficando mais agregados assim
como os clusters associados mais ao sul da distribuicdo (PDD, GU e PF). Em G.
abaetensis/itabaianensis os agrupamentos genéticos identificados foram (Figura 01A): (2)
Massarandupio — MA, (3) Baixio — BA, (4) Parque das dunas — PDD, (5) Costa azul — CA, (6)
RPPN Caju — CJ, (7) PARNA Serra de Itabaiana — IT, (8) Pirambu — Pl e (1) uma regido com
mistura acentuada (admixture) de ancestralidade entre os individuos de Arembepe — AR

com Praia do forte — PF. O resultado observado na PCA (Figura 01C) também revela
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estruturagao populacional, porém com sobreposicdo dos clusters referentes as localidades
de ocorréncia do G. itabaianensis e maior separacdo entre as localidades referente a
distribuicao de G. abaetensis.

A topologia do SVDquartets (Figura 01 - E (T. hygomi), B (G.
abaetensis/itabaianensis)) recuperou clusters referentes a localizacdo dos taxons com
valores altos de suporte. Diferente dos admixture identificados no sNMF, os resultados
SVDquartets recuperam clados separados e bem suportados nas espécies amostradas,
separando praticamente todas as localidades amostras, com exce¢ao Pirambu e Pacatuba
em T. hygomi (Figura 1). Para G. abaetensis/itabaianensis, SVDquartets (Figura 01B) ndo
somente recuperou a separacdao bem suportado entre G. abaetensis e G. itabaianensis mas
também identificou sub estruturagao dentre as populagdes de cada espécie. Para T. hygomi
a analise recuperou sub estruturacdo bem suportada ao longo de toda a distribuicdo da
espécie (Figura O1E).

Os mapas contendo as superficies de migracdao pelo EEMS (Figura 02) para T.
hygomi e G. abaetensis/itabaianensis revelaram barreiras ao fluxo génico para os dois
tdxons. Em T. hygomi, as localidades de Pacatuba e Pirambu apresentam nitida presenca
de fluxo génico concordando com os resultados de SVDquartets (Figura 01E), SNMF (Figura
01D) e PCA (Figura 01F). A maior barreira é identificada circundante a localidade de PARNA
Serra de Itabaiana assim como a presenca de barreira referente a localizacdo ao Rio Pojuca
e ao Rio Inhambupe (Figura 02). Para G. abaetensis/itabaianensis, o resultado do EEMS
identificou uma grande regido de fluxo génico que compreende as localidades de Pirambu,
RPPN Caju e Costa Azul referentes a distribuicao de G. itabaianensis. Somente PARNA Serra
de Itabaiana que apresenta a presencga de barreira circundante a localidade assim como
em T. hygomi. A maior barreira identificada pela analise se encontra no limiar de separagao
da distribuicdo entre G. abaetensis e G. itabaianensis localizado logo ao sul da localidade
de Costa Azul, proximo ao Rio Itapicuru. Esta barreira coincide com a posigao geografica do
Rio Itapicuru (figura 02) e o efeito da mesma se estende até o norte da localidade de Praia

do Forte

3.2. Demografia histérica
A variagdo do tamanho efetivo ao longo do tempo pelo Stairway plot mostrou

declinio populacional recente e sincrénico em todos os grupos populacionais das espécies
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de lagartos analisadas (Figura 03). As populacdes apresentaram reducdo populacional
entre 10.000 kya e 50.000 kya, no final do Pleistoceno. Nenhumas das populac¢des

amostradas apresentaram sinal de expansdo apds este periodo (Figura 03).

3.3. Modelagem de nicho ecoldgico

A selegcdo de modelo pelo ENMeval ajustou o modelo com o multiplicador de
regularizagao de cinco para ambas as espécies (ver Tabela S2 para parametros dos modelos
com melhor ajuste). A modelagem de nicho indicou semelhanca da distribui¢cdo potencial
entre as espécies de lagartos com periodos de expansdo e contracdo da distribuicao
congruentes (Figura 04). Os modelos referentes ao periodo presente, Holoceno tardio e
Holoceno médio (Figuras 05: A, B e C respectivamente) ndo demonstraram grande
diferenga, mas com expansao da distribui¢cao no inicio do holoceno, younger Drias stadial,
Bglling-Allergd e Heinrich Stadial (Figura 05: D, E, F e G respectivamente) ocorrendo
ocupacgao do limite da plataforma continental. No ultimo maximo glacial (Figura 05H) o
potencial de distribui¢ao teve maior probabilidade de ocorréncia e ocupagao da plataforma

continental (Figura 05 A).

4. Discussao

Utilizando andlises genO6micas populacionais e modelos de paleodistribuigao nds
evidenciamos o papel das oscilagdes do nivel do mar ao longo do Quaternario e
caracteristicas da paisagem na variagao genética espacial de lagartos endémicos das
formagdes de Restinga do nordeste do Brasil. Nossos dados revelaram presenga de oito
grupos genéticos distintos para os taxons analisados (Figura 01), com concordancia espacial
no padrdo de estruturagdo genética entre T. hygomi e G. abaetensis/itabaianensis. Para
ambos os taxons as descontinuidades populacionais apresentaram concordancia espacial
com regides de manguezais nas fozes de rios que fragmentam a distribui¢cao continua das
dunas de areia branca (figuras 1 e 2). As estimativas demograficas e de paleodistribuicdo
revelaram declinio populacional sincrénico no final do Pleistoceno (Figuras 3 e 4). Os
modelos de distribuicao potencial para o final do Quaterndrio revelaram momentos de
expansao da distribuicdo potencial em ambos os tdxons sob a plataforma continental,
assim como em regides mais distantes do litoral em concordancia com periodos mais

umidos (Auler et al., 2004; Wang et al., 2004; Pinaya et al., 2019; Piacsek et al., 2021), assim
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como momentos de contragdo da distribui¢do potencial em periodos mais quentes (Figura
04). Os resultados de demografia histdrica mostraram um declinio populacional sincronico
no final do Pleistoceno (Figura 03) em todos os grupos genéticos das espécies deste estudo,
indicando possivel influéncia do avango do nivel do mar reduzindo habitats disponiveis,
sendo concordante com os modelos preditivos de distribuicdo (Figura 04). A presenca de
fluxo génico e admixture em algumas localidades (Figuras 1 e 2) também pode estar
associada as caracteristicas da paisagem de dunas e suas mudancas ao longo do tempo
(Dominguez, 2006).

Nos trabalhos de Fazolato et al. (2017) e Rosario et al. (2019), para o T. hygomi e
G. abaetensis, respectivamente, os autores definiram algumas hipdteses para a
diversificacdo destes lagartos, como as transgressdes e regressdes marinhas (em T. hygomi)
e a presenga dos rios ao longo da distribuicdo do G. abaetensis, sendo a barreira do rio
Itapicuru responsavel pela separagdo de G. abaetensis e G. itabaianensis. NOssOs
resultados apontam que elementos estruturantes da paisagem de Restinga (fozes de rios,
mangues e outros corpos hidricos), assim como variagdes no nivel do mar, influenciaram
diretamente e sincronicamente a diversidade e estrutura genética das popula¢des das
espécies lagartos do presente estudo. Os dados de ddRADseq recuperaram mais
estruturagao genética (K = 8; Figura 01) do que os trabalhos anteriores baseados em
mtDNA para T. hygomi (Fazolato et al., 2017), e G. abaetensis e G. itabaianensis (Rosario
et al., 2019). Isso demonstra forte influéncia da paisagem de dunas na estrutura genética
populacional e fluxo génico a partir de um mosaico geomorfolégico composto por
caracteristicas hidricas e pedolégicas (Suguio and Tessler, 1984; Wang and Bradburd, 2014;
Albert et al., 2017; Sanchez-Ramirez et al., 2018; Rivera and Carnaval, 2020).

As regides de Restinga de ocorréncia destes lagartos incluem formagdes dunares
marcada por influéncia edlica presentes nos terragos marinhos pleistocénicos (Villwock et
al., 2005; Dominguez, 2005). Normalmente habitats dunares tém ligacdo direta com a
dinamica ecoldgica de lagartos devido as oportunidades de micro habitats, forrageio e de
termorregulacdo de acordo com os requisitos fisioldgicos deste grupo. Desta forma, a
dinamica de alteragdo da paisagem ao longo do tempo levando a movimentagao de
sedimento por efeito do vento, assim como a influéncia hidroldgica possivelmente afetara
a diferenciagdo genética das populagdes de lagartos deste estudo (Chan et al., 2009; 2020).

Por se tratar de taxons endémicos com distribuicao restrita a estes habitats arenosos, a
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continuidade das dunas, a posi¢ao destas em relagdo a linha de costa, assim como as
barreiras (rios, manguezais e zonas Umidas), afetam a dinamica populacional destes
animais assim com o fluxo génico (Ryberg et al., 2013; Manel et al., 2013; Block et al., 2016).

Para espécies endémicas de répteis em ambientes dunares, as mudangas ao longo
do Pleistoceno causaram processos de diversificacdo bem pontuais devido a restricdo
espacial destes animais e variacdes climaticas (Recorder and Rodrigues, 2020). Diante
dessa variagdo, as mudangas nos niveis do mar nesse periodo permitiram momentos de
expansdao e contragao da distribuicdo populacional durante momentos glaciais e
interglaciais, viabilizando o aumento da planicie costeira com clima adequado (Leite et al.,
2016; Senczuk et al., 2019). Os modelos de distribuicdo potencial (figura 04) revelaram
avanco da distribuicao dos lagartos para areas da plataforma continental, hoje submersas,
entre 17 e 8 kya, bem para areas mais distantes da costa especialmente entre 17 e 12 kya.
O avango da distribuicao para areas distantes da costa em periodos de maior umidade ao
fim do Pleistoceno, devido um deslocamento da umidade para o sul da zona de
convergéncia intertropical nesse periodo, (Wang et al., 2004) (Figura 04 D, E, F, G e H)
possivelmente explicam a distribuicdo relictual das populacdes destes lagartos na
localidade de PARNA Serra de Itabaiana devido a um avancgo das restingas. Diversos estudos
tém apontado expansdes demograficas populacionais associadas a periodos de regressoes
marinhas durante ao longo do Quaternario (Bisconti et al., 2011; Salvi et al., 2014; Leite et
al.,, 2016). A exposicdo da plataforma continental, promovendo expansdo da planicie
costeira, podem ter permitido a formagdao de pontes terrestres que conectam habitats
atualmente isolados, permitindo migracdo e consequentemente fluxo génico entre
populagdes isoladas em periodos interglaciais (Fitzpatrick et al., 2009; Hewitt, 2011; Qi et
al., 2014). Tal cenario pode explicar o padrdo de mistura (admixture) entre grupos
genéticos observado nas regides de Praia do Forte e Baixio para T. hygomi (Figura 01 D), e
nas regioes de Praia do Forte, Massaransupid e Baixio para G. abaetensis (Figura 01 A). A
plataforma continental na regido nordeste do Brasil € mais estreita, com cerca de 30 a 60
km, quando comparada a plataforma da regido sul e sudeste, e com uma profundidade
mais rasa com aproximadamente 40 m (Vital et al., 2005). A exposicdo dessa regido
atualmente submersa pode ter oportunizado a expansao das populacdes destes lagartos
(T. hygomi; Fazolato et al., 2017), pois a faixa submersa pode ter permitido a amplia¢do das

areas de Restingas em pelo menos 10 vezes mais (largura atual das faixas de dunas varia
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entre 2 e 5km ao longo do litoral). No periodo do ultimo maximo glacial - LGM (21 Kya;
Figura 04H) foi observado que apesar de um periodo mais Umido e com expansdo preditiva
da populagao destes lagartos para a plataforma continental exposta, o potencial de maior
ocorréncia se deu principalmente sob a planicie costeira da plataforma continental hoje
submersa. Em outros trabalhos, o LGM foi um bom periodo por oportunizar novos habitats
e reflgios (Porretta et al., 2012; Leite et al., 2016), porém nossos resultados mostram que
houve uma expansao da distribuicdo, mas o maior potencial de presenca se restringiu a
somente a plataforma continental exposta.

As estimativas de demografia histérica pelo Stairway-plot (Figura 03) também
trazem suporte para o cenario de expansdo populacional através da plataforma continental
exposta no final do Pleistoceno. Nossos resultados revelaram declinio populacional
sincrénico em todas as populagdes dos lagartos analisados entre 10,000 e 50,000 anos
atrds. O periodo mais recente do declinio coincide com o avango do nivel do mar a partir
do inicio do Holoceno (Figura 4D). Eventos regressivos e transgressivos do mar em
diferentes momentos e escalas afetaram a drea de estudo e foram responsaveis pelas
transformacdes na linha de costa (Bittencourt et al., 1979; Eiten et al., 1992; Cerqueira et
al., 2000; Dominguez et al., 1990, 1992). Além disso, estes eventos transgressivos podem
ter promovido a estruturagdao populacional destes taxons, por meio da conexdo e
isolamento de regides dunares através da plataforma continental exposta ao fim do
Pleistoceno (Fazolato et al., 2017). Vale ressaltar que estes ambientes de Restinga estdo
em constante transformacdo associados também a efeitos climaticos e edlicos (Dominguez
et al., 1992; Dominguez, 2006).

Os resultados do EEMS (Figura 02) indicaram barreiras ao fluxo génico com
concordancia espacial com rios para ambas as espécies mostrando que estes corpos
hidricos tiveram um importante papel no isolamento das populagdes dos lagartos aqui
analisados (Rosario et al., 2019), assim como observado para outros lagartos (Pellegrino et
al.,, 2005). Além dos rios, Restingas também apresentam regiées Umidas como corpos
d’agua aprisionados em corddes arenosos devido a oscilagao do nivel do mar e lencol
fredtico (Suguio and Tessler, 1984) que também podem funcionar como barreiras ao fluxo
génico.

O rio Itapicuru teve um importante papel para diferenciacdo das espécies de

Glaucomastix deste estudo (Rosario et al., 2019) (Figura 02). Rosario et al. (2019) sinalizou
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a importancia do rio na especiagdao em Glaucomastix assim como a associou ao periodo de
formacdo deste corpo hidrico. Em T. hygomi, este rio representa a separacdo entre os
agrupamentos 05 (CA) e 04 (BI) (Figura 01D). O rio Itapicuru também tem um papel
importante o grupo de macacos do género Callicebus, com distribuigdo similar na regiao
costeira e direta relacdo com os rios Real e Sao Francisco, para o C. coimbrai o rio Itapicuru
e o rio Paraguassu para o C. barbarabrownae (Kinzey, 1982; Hershkovitz, 1988; Kobayashi
and Langguth, 1999). Mais ao centro da distribuicdo do T. hygomi e G. abaetensis, os rios
Pojuca e Inhambupe (Figura 01 A e D; Figura 02) se apresentam como provaveis barreiras
para as populagdes de ambos os taxons na regido que compreende Praia do Forte,
Massarandupio e Baixio. No estado de Sergipe, ao norte da distribuicdo dos taxons, os
agrupamentos genéticos também tém influéncia dos rios na estruturagao populacional.
Para T. hygomi (Figura 01 D) o rio Sergipe separa o clusters 8 (Pirambu e Pacatuba), o rio
Vaza-Barris separa os clusters referentes a RPPN Caju e PARNA Itabaiana e os rios Real e
Piaui. A presenga do rio Japaratuba entre Pirambu e Pacatabuba ndao mostrou ser uma
barreira para estas populag¢des. Para G. itabaiananensis (Figura 01 A), os rios Sergipe, Vaza-
Barris e Piaui também tem influéncia como barreira na estruturacdo populacional desta
regido pela formacao dos clusters referentes as localidades de Pirambu, PARNA Itabaiana
e RPPN Caju respectivamente. Importante destacar que apesar da presenca do cluster
genético referente a PARNA Itabaiana entre o rio Vaza-Barris e rio Sergipe, a formagao
deste cluster estd ais associado a formacdo deste relicto de restinga ao longo das
transformagdes costeiras aqui ja discutidas.

A localidade de PARNA Serra de Itabaiana (IT; agrupamento genético 07 para
ambas as espécies; Figura 01 A e D; Figura 02) apresenta manchas de Restinga distantes da
regido litoranea (~42km) e demonstrou marcante estrutura genética para ambos os taxons.
Como discutido anteriormente, os resultados da modelagem de nicho (Figura 04) indicam
uma expansao populacional de ambos os taxons entre os periodos mais umidos no Younger
Drias Stadial (11.7 Kya — 12.9 kya) e o Heinrich Stadial 1 (14.7 Kya — 17 Kya). O periodo
Belling—Allergd (Figura 04 F) foi marcado por um clima quente e com presenca de umidade
(Kohler et al., 2011). Essa condigao permitiu uma expansao da distribuicdo dos taxons em
paralelo a expansao das caracteristicas de restinga, permitindo o estabelecimento destes
lagartos na regido de PARNA Serra de Itabaiana. Com o inicio do Holoceno tardio (8.326

Kya — 11.7Kya; Figura 04 D), a contragdo da distribuicdo, devido a variagdo climatica,
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resultou no isolamento das populagdes ja estabelecidas nessa localidade em uma
caractéristca de relicto de restinga. As populagdes destes lagartos no PARNA Serra de
Itabaiana ocupam uma area bastante reduzida quando comparada as populacdes costeiras,
e por se tratar de populacdes com elevada diferenciacdo genbmica merecem atencao
especial em planos de manejo e conservagao. Além disso, tém um importante significado
para a conservagao destes lagartos, pois alguns trabalhos salientam a presenga das
populacdes isoladas de T. hygomi e G. itabaianensis com a importancia desta formacao
geoldgica a respeito da remanescente mancha de areia na poligonal do bioma da Caatinga,
abrigando uma histéria associada as Restingas e o grau de ameaca para as espécies
residentes (ver Rodrigues, 2003; Dias et al., 2018).

Nosso estudo recuperou uma historia mais detalhada a respeito dos lagartos
endémicos de formacgdes de Restingas T. hygomi, G. abaetensis e G. itabaianensis e com
maior estruturagao populacional revelada em estudos prévios com base em mtDNA e
poucos loci nucleares (Fazolato et al., 2017; Rosario et al., 2019). Os grupos de lagartos
simpatricos exibiram bastante congruéncia nos padrdes de diferenciagao genética especial
e de demografia histdrica com associacdo intima as transformacdes histéricas dos habitats
arenosos costeiros no Nordeste brasileiro. As informagdes obtidas por ddRAD assim como
a modelagem de nicho permitiram inferir uma historia de diversificagdo complexa e com
forte associagdo com as mudangas de clima do Quaternario e presenga de rios como
barreira.

Em suma, nossos resultados fortalecem o papel dos repetidos eventos glaciais como
processos de diversificacdo recente de répteis em planicies costeiras (Edwards and
Knowles, 2012). Assim como sinaliza a importancia de estudos gendmicos em diferentes
taxons associados a paisagens de Restinga no intuito de compreender como a formagao
recente desse ecossistema e heterogeneidade espacial de rapidas transformagdes tém
impacto na histéria evolutiva e biogeografica de outras espécies. Atualmente, apenas T.
hygomi e G. abaetensis estao classifcadas na lista de espécies ameagas como vulneravel e
em perigo respectivamente (ICMBIO, 2018). Glaucomastix itabaianensis ainda ndo se
encontra listada, mas existe reivindicagdo para sua inclusdao na lista de taxons ameagados
(Rosario et al.,, 2019). Nossos resultados apontam uma condigdo mais atenuante e
preocupante para estas espécies devido ao elevado grau de estruturacao genética espacial

e presenga de barreiras significativas ao fluxo génico. Nossos resultados apontam para
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necessidade de se criar planos de manejo e conservagao para cada uma das linhagens
genéticas evidenciadas, especialmente pelo fato de muitas ndo se encontrarem
distribuidas em dreas de protegdo permanente. Diferentes sao as ameagas antropogénicas
gue ocorrem nesta regido gerando perda de habitat (Ledo and Dominguez, 2000; Dias and
Rocha, 2005; Gomes, 2010; Martins et al., 2010; Leite et al., 2021), o que pode resultar em
uma condi¢cdo mais depreciativa ainda para estas populagdes em um ecossistema ainda

nao compreendido sobre o ponto de vista evolutivo e biogeografico.
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Figura 01. Distribuicao da varia¢do genética de Tropidurus hygomi e Glaucomastix abaetensis/itabaianensis no litoral norte da Bahia e Sergipe nas formagdes de restinga.
A e D) Mapas mostrando os locais de amostragem de Tropidurus hygomi e Glaucomastix abaetensis/itabaianensis junto com os Barplots representando os coeficientes de
ancestralidade para o melhor valor K em sNMF; as cores indicam as linhagens de T. hygomi: (1) Parque das dunas — PDD, (2) Guarajuba — GU, (3) Praia do Forte — PF,
Massarandupio — MA e Baixio — BA, (4) Barra do itrariri - BI, (5) Costa azul — CA, (6) RPPN Caju — CJ, (7) PARNA Serra de Itabaiana - IT e (8) Pirambu — PI com
Pacatuba — PA e G. abaetensis/itabaianensis: (1) Arembepe — AR, Praia do forte — PF, (2) Massarandupio — MA, (3) Baixio — BA, (4) Parque das dunas — PDD, (5) Costa
azul — CA, (6) RPPN Caju — CJ, (7) PARNA Serra de Itabaiana - IT e (8) Pirambu — PI. B ¢ E) resultado com a filogenia resultante do SVDquartets. C ¢ F) Resultados da
PCA para G. abaetensis/itabaianensis e T. hygomi respectivamente. (Photos: Dr. Ricardo Marques)
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espécie. T. hygomi: A a H representam os cluster 1 a 8 respectivamente. G. abaetensis/itabaianensis: 1 a P
representam os cluster 1 a 8 respectivamente. Os tamanhos efetivos populacionais estimados (Ne) sdo plotados
do presente para o passado (em milhares de anos). As linhas grossas indicam a mediana de 200 inferéncias e
as areas sombreadas representam o intervalo de confianga de 95%.
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Figura 04. Modelos de Nicho Ecolégico (ENMs) para G. abaetensis/itabaianensis ¢ T. hygomi nas formagdes de restinga no litoral da Bahia e Sergipe. ENMs foram
construidos para as condigdes atuais (a) e para diferentes periodos do Quaternario Superior: (b) Holoceno Superior (4,2-0,3 kya); (c) Holoceno médio (8,326-4,2 kya); (d)
Holoceno inicial (11,7-8,326 kya); (e) Dryas Stadial mais jovem (12,9-11,7 kya); (f) Belling-Allered (14,7-12,9 kya); (g) Heinrich Stadial 1 (17,0-14,7 kya); (h) Ultimo
Méximo Glacial (ca. 21 mil anos); e (i) Ultimo Interglacial (cerca de 130 mil anos). Cores mais quentes indicam maior probabilidade de ocorréncia potencial de espécies,
conforme ilustrado na legenda.
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Tabela 01. Tabela com a diversidade genéticas para os oito clusters genéticos de G.
abaetensis/itabaianensis e T. hygomi

Genetic Genetic Genetic Genetic Genetic Genetic Genetic Genetic
Specie cluster 1 cluster 2 cluster 3 cluster 4 cluster 5 cluster 6 cluster 7 cluster 8
Number of individuals analyzed 9 10 10 9 10 11 8 11
Number of sites analyzed 2114085 2449192 1790974 1612014 1318561 963894 1890639 1781510
Number of polymorphic sites 1864 11372 7738 6025 7521 3727 9317 6234
Glaucomastix
abaetensis/itabaianensis  Haplotype (gene) diversity (Hd) 0,029 0,201 0,166 0,153 0,214 0,126 0,188 0,126
Nucleotide diversity (p) 0,000 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001
The average number of nucleotide
differences (ThetaK) 0,048 0,312 0,242 0,226 0,338 0,179 0,305 0,180
Number of individuals analyzed 13 8 21 7 7 17 8 10
Number of sites analyzed 1075957 1732333 858295 1930362 1724314 1278918 2005903 899813
Tropidurus hygomi Number of polymorphic sites 10781 14863 10537 9508 5703 14550 6972 5494
Haplotype (gene) diversity (Hd) 0,293 0,279 0,339 0,170 0,120 0,329 0,130 0,193
Nucleotide diversity (p) 0,002 0,002 0,003 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001
The average number of nucleotide
differences (ThetaK) 0,497 0,474 0,598 0,273 0,193 0,572 0,179 0,289
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5. Conclusao Geral

Nesta tese abordamos aspectos evolutivos e biogeograficos dos lagartos Tropidurus
hygomi, Glaucomastix abaetensis e G. itabaianensis endémicos das formagdes arenosas
de restinga do nordeste do Brasil. Identificamos a presenca de diversidade criptica em
duas espécies que ainda ndo tinham sido sinalizadas, sugerindo a existéncia de provaveis
novas espécies candidatas para descri¢ao. A integracdo de dados gendmicos e ecologicos
revelou que os tdxons analisados apresentam elevada estrutura genética espacial e
declinio populacional sincronico em todas as populagdes analisadas. Identificamos
barreiras de fluxo génico ao longo da distribui¢do dos lagartos concordante com fozes
de rios que fragmenta as dunas de areia branca presentes nas restingas desta regido. A
variacdo demografica destas espécies possivelmente estd relacionada a mudangas do
nivel do mar durante o Quaternério, que permitiram o avango da distribuicdo destas
espécies para a plataforma continental que foi exposta. Todos estes resultados apontam
que a diversifica¢do destas espécies estd intimamente ligada a historias das resingas do
nordeste. As flutuagcdes marinhas e climaticas oportunizaram momentos de expansao,
fluxo e retragdo populacional, associado a barreiras hidrologicas ao longo dessa faixa
costeira.

Os resultados dessa Tese contribuem com as discussdes a respeitos dos mecanismos
de diversificagdo no Quaternario em lagartos e agrega mais informagdes sobre a
diversificacdo em restingas que ainda sdo incipientes e alerta para a condi¢do de ameaca
destes lagartos. O carater endémico e restrito destes animais torna o ecossistema de
restinga um ambiente de maior ateng¢ao para planos de manejo e conservagao de espécies.
A elevada estruturacdo genética e diferenciacdo morfométrica das populagdes revela
uma diversidade criptica ainda ndo reconhecida e nomeada. Esses resultados revelam
que embora tenham acontecido muitos avangos na prospeccdo da biodiversidade de
regido Neotropical, para regides de restinga ainda existem muitas lacunas para se

conhecer a real diversidade e historia de diversificagao destas areas.
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Supplementary material

Table S1. Table of Vouchers from Collection of measured animals and collected tissues
from Tropidurus hygomi and Glaucomastix abaetensis/itabaianensis, Including Their
Respective Locations, Along with GENBANK Vouchers for the Sequences Used in
Molecular Analyses

Specie site voucher collection tissue voucher GenBank Lat Long Reference
Glaucomastix abaetensis Pq. das Dunas 3867(PDD-aba-01) - - -12.918636  -38.321806 This work
Glaucomastix abaetensis Pg. das Dunas PDD-aba-02 Tail muscle GenBank -12.918636  -38.321806 This work
Glaucomastix abaetensis Pg. das Dunas PDD-aba-03 Tail muscle GenBank -12.918636  -38.321806 This work
Glaucomastix abaetensis Pg. das Dunas PDD-aba-04 Tail muscle GenBank -12.918636  -38.321806 This work
Glaucomastix abaetensis Pg. das Dunas PDD-aba-05 Tail muscle GenBank -12.918636  -38.321806 This work
Glaucomastix abaetensis Pg. das Dunas PDD-aba-06 - - -12.918636  -38.321806 This work
Glaucomastix abaetensis Pg. das Dunas PDD-aba-07 - - -12.918636  -38.321806 This work
Glaucomastix abaetensis Pg. das Dunas PDD-aba-08 - - -12.918636  -38.321806 This work
Glaucomastix abaetensis Pg. das Dunas PDD-aba-09 Tail muscle GenBank -12.918636  -38.321806 This work
Glaucomastix abaetensis Pg. das Dunas PDD-aba-10 - - -12.918636  -38.321806 This work
Glaucomastix abaetensis Massarandupio MA-aba-02 Tail muscle GenBank -12.321044 -37.837896 This work
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Table S2. Table containing information about the measurements used in linear
morphometrics. Each morphological structure is described along with the measurement
procedure. The measurements followed Esquerré et al. (2019).

Morphlogy structure

Description

SVL

AGD

foot lenght

tibial length
body femoral length
humeral length

radial length

hand length

head length

head width

head depth

rostral scale width

rostral scale height
head internarial distance
inter- eye distance
ear-eye distance
eye length
neck width
ear opening width

ear opening height

length from rostrum to cloaca

length from the insertion of the left arm to the insertion of the left leg

from the tip of the nail to the insertion of the hand

from the insertion of the foot to the distal end of the knee

distance from the groin to the end of the knee

distance from the armpit to the end of the elbow

distance from the extreme point of the elbow to the ventral midpoint of the wrist

distance from the tip of the nail to the ventral midpoint of the wrist

distance from the edge of the ear opening to the tip of the snout
distance between one end of the mandible and the other from a midline on the back of the
head

distance between the belly of the mandible and the midline of the head
rostral scale width

rostral scale height

distance between the nostrils

distance between the central portion of the eyes

distance between the central portion of the ear and the midline of the eyes
distance between the ends of the eye opening

distance between the right and left side of the neck

ear-width distance from the edges

ear height distance from the edges

Table S3. Table of Variations in Data Partitions for Morphological Data (Linear and
Geometric Morphometrics) Separated by Species and Sex, Alongside Climatic Data

Morphometric

meansure Specie sex Variable DF R.square Adj.R.square
Annual Mean Solar Radiation 1 0.14975 0.12613
Female Annual Mean Wind Speed 1 0.00613 -0.02148
Glaucomastix
Linear abaetensis/itabaianensis Annual Mean Temperature 1 0.01877 -0.00849
Geography 1 0.03540 0.00860
Annual Mean Solar Radiation 1 0.03207 0.00788
Male Annual Mean Wind Speed 1 0.01219 -0.01251
Annual Mean Temperature 1 0.03152 0.00731
Geography 1 0.04992 0.02617
Annual Mean Solar Radiation 1 0.06908 0.05683
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Linear

Geometric

Geometric

Female

Tropidurus hygomi

Male

Glaucomastix
abaetensis/itabaianensis

Female/Dorsal

Female/Side

Male/Dorsal

Male/Side

Female/Dorsal

Tropidurus hygomi

Female/Side

Male/Dorsal

Male/Side

Annual Mean Wind Speed
Annual Mean Temperature
Geography
Annual Mean Solar Radiation
Annual Mean Wind Speed
Annual Mean Temperature

Geography

Annual Mean Solar Radiation
Annual Mean Wind Speed
Annual Mean Temperature

Geography

Annual Mean Solar Radiation
Annual Mean Wind Speed
Annual Mean Temperature

Geography

Annual Mean Solar Radiation
Annual Mean Wind Speed
Annual Mean Temperature

Geography

Annual Mean Solar Radiation
Annual Mean Wind Speed
Annual Mean Temperature

Geography

Annual Mean Solar Radiation
Annual Mean Wind Speed
Annual Mean Temperature

Geography

Annual Mean Solar Radiation
Annual Mean Wind Speed
Annual Mean Temperature

Geography

Annual Mean Solar Radiation
Annual Mean Wind Speed
Annual Mean Temperature

Geography

Annual Mean Solar Radiation
Annual Mean Wind Speed
Annual Mean Temperature

Geography

0.03643

0.02887

0.05862

0.13498

0.00639

0.00876

0.04603

0.01143

0.00248

0.00201

0.04978

0.05842

0.03790

0.06218

0.06334

0.00374

0.08942

0.03091

0.02617

0.03355

0.00002

0.00323

0.05331

0.01216

0.04001

0.00708

0.04653

0.00060

0.01285

0.03335

0.00316

0.00155

0.00271

0.00325

0.00958

0.03583

0.00334

0.00964

0.01818
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0.02375

0.01610

0.04624

0.11733

-0.01389

-0.01147

0.02656

-0.01852

-0.02775

-0.02823

0.02099

0.02988

0.00874

0.03376

0.03496

-0.02181

0.06607

0.00606

0.00120

0.00877

-0.02562

-0.02233

0.02903

-0.00119

0.02703

-0.00633

0.03364

-0.01291

-0.00049

0.02028

-0.01031

-0.02472

-0.02354

-0.02298

-0.01648

0.01046

-0.02289

-0.01643

-0.00766
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Table S4. Table of Genetic Distance Values (%) between Clusters for Tropidurus hygomi
and Glaucomastix abaetensis/itabaianensis

Specie Genetic cluster distance (%)
Clusterl Cluster2 Cluster3
Clusterl
Glaucomastix abaetensis/itabaianensis Cluster2 0,0397
Cluster3 0,0900 0,0927
Cluster2 Clusterd Clusterl Cluster3 Cluster5
Cluster2
Tropidurus hygomi Clusterd 0,0201
Clusterl 0,0885 0,0822
Cluster3 0,0217 0,0153 0,0833
Cluster5 0,0814 0,0758 0,0976 0,0761

Table S5. Results of FDA values for Glaucomastix abaetensis/itabaianensis and Tropidurus
hygomi regarding linear morphometrics, showing the original cluster (prior) and the

cluster suggested by the analysis (posterior), along with their respective validations.

Tropidurus hygomi - Male (ML) Tropidurus hygomi - Female (ML) Glaucomastix abaetensis/itabaianensis - Male (ML) Glaucomastix abaetensis/itabaianensis - Female (ML)
individual ID__ Posterior _ Prior _ Validation individual ID Posterior _ Prior  Validation individual ID Posterior Prior _ Validation individual ID__ Posterior _ Prior _ Validation
1

1 1 TRUE 12 3 3 TRUE 4 2 1 FALSE 2 1 1 TRUE
133 4 1 FALSE 14 3 3 TRUE 6 1 1 TRUE 3 3 1 FALSE
134 1 1 TRUE 15 5 3 FALSE 11 1 1 TRUE 5 3 1 FALSE
135 1 1 TRUE 17 4 3 FALSE 26 2 2 TRUE 7 1 1 TRUE
137 3 1 FALSE 18 3 3 TRUE 27 2 2 TRUE 8 1 1 TRUE
141 1 1 TRUE 21 3 3 TRUE 30 3 2 FALSE 9 1 1 TRUE
142 1 1 TRUE 22 3 3 TRUE 32 2 2 TRUE 10 1 1 TRUE
143 1 1 TRUE 23 5 3 FALSE 33 2 2 TRUE 28 2 2 TRUE
144 1 1 TRUE 24 3 3 TRUE 34 2 2 TRUE 29 3 2 FALSE
145 1 1 TRUE 25 3 3 TRUE 93 2 2 TRUE 31 3 2 FALSE
146 1 1 TRUE 35 4 4 TRUE 94 2 2 TRUE 55 1 3 FALSE
147 1 1 TRUE 36 4 4 TRUE 95 2 2 TRUE 62 3 3 TRUE
148 1 1 TRUE 38 4 4 TRUE 96 2 2 TRUE 63 3 3 TRUE
80 2 2 TRUE 39 4 4 TRUE 97 2 2 TRUE 64 2 3 FALSE
158 2 2 TRUE 40 4 4 TRUE 99 2 2 TRUE 65 3 3 TRUE
159 2 2 TRUE 41 4 4 TRUE 120 3 3  TRUE 66 3 3 TRUE
161 2 2 TRUE 42 2 4 FALSE 121 3 3  TRUE 67 3 3 TRUE
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TRUE
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TRUE

TRUE

68

69

70

98

100

101

122

123

129

139

140

169

170

171

172

174

190

196

197

198

199

TRUE
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TRUE
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163

165

167
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178
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183

184
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200

201

203

206

207

208

2 TRUE
2 TRUE
2 TRUE
2 TRUE
2 TRUE
2 TRUE
2 TRUE
2 FALSE
2 FALSE
2 TRUE
2 TRUE
2 TRUE
5 FALSE
5 TRUE
5 FALSE
5 TRUE
5 FALSE
5 TRUE
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Table S6. Results of FDA values for Glaucomastix abaetensis/itabaianensis and Tropidurus
hygomi regarding geometric morphometrics, showing the original cluster (prior) and the
cluster suggested by the analysis (posterior), along with their respective validations.

Tropidurus
Tropidurus hygomi - hygomi - Glaucomastix abaetensis/itabaianensis - Gl
Tropidurus hygomi - Male Male Female Tropidurus hygomi - Female Male M
Dorsal Side Dorsal Side Dorsal Side Dc
individual individual individual individual individual in
1D Posterior  Prior  Validation  ID Posterior _ Prior Validation 1D Posterior _ Prior Validation 1D Posterior  Prior  Validation 1D Posterior  Prior  Validation 1D
3

5 3  TRUE 5 3 TRUE 1 2 TRUE 1 2 2 TRUE 1 1 1 TRUE

6 3 3 TRUE 6 3 TRUE 2 5 FALSE 2 5 3 FALSE 2 1 1 TRUE

11 3 3 TRUE 11 3 TRUE 3 4 TRUE 3 4 4 TRUE 3 1 1 TRUE

12 3 3  TRUE 12 3 TRUE 4 4 TRUE 4 4 4 TRUE 4 2 2 TRUE

3 4 4 TRUE 3 4 TRUE 5 4 TRUE 5 4 4 TRUE 5 2 2 TRUE

13 4 4 TRUE 13 4 TRUE 6 3 TRUE 6 3 3 TRUE 6 2 2 TRUE

14 4 4 TRUE 14 4 TRUE 7 5 FALSE 7 5 3 FALSE 7 2 2 TRUE

15 4 4 TRUE 15 2 FALSE 8 3 TRUE 8 3 3 TRUE 8 2 2 TRUE

24 2 2 TRUE 25 2 TRUE 9 5 TRUE 9 5 5 TRUE 9 2 2 TRUE

25 2 2 TRUE 26 2 TRUE 10 2 FALSE 10 2 5 FALSE 10 3 3 TRUE

26 4 2 FALSE 27 2 TRUE 11 5 TRUE 11 5 5 TRUE 11 3 3 TRUE

4 4 4 TRUE 4 4 TRUE 12 5 TRUE 12 5 5 TRUE 12 3 3 TRUE

16 4 4 TRUE 16 4 TRUE 13 2 FALSE 13 2 5 FALSE 13 3 3 TRUE

17 4 4 TRUE 17 4 TRUE 14 5 TRUE 14 5 5 TRUE 14 3 3 TRUE
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58 5 5 TRUE 58 5 5 TRUE
59 5 5 TRUE 59 5 5 TRUE
60 5 5 TRUE 60 5 5 TRUE
61 5 5 TRUE 61 5 5 TRUE
62 5 5 TRUE 62 5 5 TRUE
63 5 5 TRUE 63 5 5 TRUE
64 5 5 TRUE 64 5 5 TRUE
65 5 5 TRUE 65 5 5 TRUE
66 5 5 TRUE 66 5 5 TRUE
67 2 2 TRUE 67 2 2 TRUE
68 5 2 FALSE 68 5 2 FALSE
69 2 2 TRUE 69 2 2 TRUE
70 2 2 TRUE 70 2 2 TRUE
71 2 2 TRUE 71 2 2 TRUE
72 2 2 TRUE 72 2 2 TRUE
73 5 5 TRUE 73 5 5 TRUE
74 5 5 TRUE 74 5 5 TRUE
75 5 5 TRUE 75 5 5 TRUE
76 5 5 TRUE 76 5 5 TRUE

Table S7. Bonferroni correction results based on the scores of discriminant analysis for
geometric morphometrics (GM) and linear morphometrics (LM) of Glaucomastix
abaetensis/itabaianensis and Tropidurus hygomi, with the p-value for the relationships
between lineages.

Permutation  Total sum  Within-group sum

Analysis Specie (sex) Lineages N of squares of squares F p value
Tropidurus hygomi (female)
- Dorsal
Lineage

Lineage 2 3 4 5 1 9999 461,9 284 11,12  0,0001

2 0,0001 0,0001 0,0001 0,0029

3 0,0001 0,0001 0,0001 0,004

4 0,0001  0,0001 0,0001 0,0033
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GM
Tropidurus hygomi (female)
- Side

Lineage

2

3

Tropidurus hygomi (Male) -
Dorsal

Lineage

3

4

Tropidurus hygomi (Male) -
Side

Lineage

3

4

Tropidurus hygomi (Male)

Lineage

1

3

LM 5

Tropidurus hygomi (female)

Lineage

0,0001

0,0029

Lineage

2

0,0001
0,0002
0,0001

0,0006

Lineage

3

0,0001
0,0001
0,0047

0,0001

Lineage

3

0,0001
0,0001
0,0036

0,0002

Lineage

1

0,0001
0,0001
0,0001

0,0021

Lineage

3

0,0001

0,004

0,0001

0,0003
0,0001

0,002

0,0001

0,0001
0,0017

0,0003

0,0001

0,0001
0,0017

0,0004

0,0001

0,0001
0,0001

0,0024

0,0001

0,0033

4
0,0002

0,0003

0,0001

0,0028

0,0001

0,0001

0,0057

0,0006

0,0001

0,0001

0,0044

0,0002

0,0001

0,0001

0,0001

0,0012

0,0058

0,0001
0,0001

0,0001

0,0002

0,0047
0,0017

0,0057

0,0124

0,0036
0,0017

0,0044

0,0151

0,0001
0,0001

0,0001

0,0045

0,0058

0,0006
0,002
0,0028

0,0002

0,0001
0,0003
0,0006

0,0124

0,0002
0,0004
0,0002

0,0151

0,0021
0,0024
0,0012

0,0045

9999

9999

9999

9999

9999

522,3

362,5

508,5

461

609,8

284

144

148

91

14,9

13,66

22,53

184 17,32

292 19,86

91

0,0001

0,0001

0,0001

0,0001

0,0001
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3 0,0001 0,0001 0,0001 0,0087
40,0001 0,0001 0,0001 0,0083
20,0001 0,0001 0,0001 0,0027
5 0,000l 0,0001 0,0001 0,0022
10,0087 0,0083 0,0027 0,0022
Glaucosmastix
abaetensis/itabaianensis
(Male)
Lineage
Lineage 1 2 3 9999 351 78 68,24 0,0001
1 0,0001 0,0001
20,0001 0,0001
30,0001 0,0001
Glaucosmastix
abaetensis/itabaianensis
(Male)
Lineage
Lineage 1 2 3
1 0,0002 0,0001 9999 211 70 35,25 0,0001
20,0002 0,0001
30,0001 0,0001
Material suplementar do capitulo 02
Tabela S1. InformagGes sobre as amostras de G. abaetensis/itabaianensis e T. hygomi
analisadas neste estudo.
Site Specie Collection Voucher Genbank voucher Latitude Longitude
Pq das Dunas Tropidurs hygomi PDD-hyg-01 -12.918636 -38.321806
Pq das Dunas Tropidurs hygomi PDD-hyg-02 -12.918636 -38.321806
Pq das Dunas Tropidurs hygomi PDD-hyg-03 -12.918636 -38.321806
Pq das Dunas Tropidurs hygomi PDD-hyg-04 -12.918636 -38.321806
Pq das Dunas Tropidurs hygomi PDD-hyg-05 -12.918636 -38.321806
Pq das Dunas Tropidurs hygomi PDD-hyg-06 -12.918636 -38.321806
Pq das Dunas Tropidurs hygomi PDD-hyg-07 -12.918636 -38.321806
Pq das Dunas Tropidurs hygomi PDD-hyg-08 -12.918636 -38.321806
Pq das Dunas Tropidurs hygomi PDD-hyg-09 -12.918636 -38.321806
Pq das Dunas Tropidurs hygomi PDD-hyg-10 -12.918636 -38.321806
Pq das Dunas Tropidurs hygomi PDD-hyg-11 -12.918636 -38.321806
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PDD-aba-07
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PDD-aba-09
PDD-aba-10
AR-hyg-01
AR-aba-01
AR-aba-02
AR-aba-03
AR-aba-04
AR-aba-05
AR-aba-06
AR-aba-07
AR-aba-08
AR-aba-09
AR-aba-10
AR-aba-11
AR-aba-12
GU-hyg-01
GU-hyg-02
GU-hyg-03
GU-hyg-04
GU-hyg-05
GU-hyg-06
GU-hyg-07
GU-hyg-08
GU-hyg-09
GU-hyg-10
PF-hyg-01
PF-hyg-02
PF-hyg-03
PF-hyg-04
PF-hyg-05
PF-hyg-06
PF-hyg-07
PF-hyg-08

-12.918636
-12.918636
-12.918636
-12.918636
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-12.918636
-12.918636
-12.918636
-12.918636
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-12.572547
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94

-38.008138
-38.008138
-38.008138
-38.008138
-38.008138
-38.008138
-38.008138
-38.008138
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.837896
-37.698094
-37.698094
-37.698094
-37.698094
-37.698094
-37.698094
-37.698094
-37.698094
-37.698094
-37.698094
-37.698094
-37.698094

94



Baixios
Baixios
Baixios
Baixios
Baixios
Baixios
Baixios

Barra do Itariri
Barra do Itariri
Barra do Itariri
Barra do Itariri
Barra do Itariri
Barra do Itariri
Barra do Itariri
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
Costa Azul
RPPN Caju
RPPN Caju
RPPN Caju
RPPN Caju
RPPN Caju
RPPN Caju
RPPN Caju
RPPN Caju

Glaucomastix abaetensis
Glaucomastix abaetensis
Glaucomastix abaetensis
Glaucomastix abaetensis
Glaucomastix abaetensis
Glaucomastix abaetensis
Glaucomastix abaetensis
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Glaucomastix itabaianensis
Glaucomastix itabaianensis
Glaucomastix itabaianensis
Glaucomastix itabaianensis
Glaucomastix itabaianensis
Glaucomastix itabaianensis
Glaucomastix itabaianensis
Glaucomastix itabaianensis
Glaucomastix itabaianensis
Glaucomastix itabaianensis
Glaucomastix itabaianensis
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi

BA-aba-04
BA-aba-05
BA-aba-06
BA-aba-07
BA-aba-08
BA-aba-09
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-12.105598
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Tropidurs hygomi
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Tropidurs hygomi
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Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
Tropidurs hygomi
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CJ-hyg-09
ClJ-hyg-10

ClJ-ita-01
CJ-ita-02
CJ-ita-03
Cl-ita-04
CJ-ita-05
Cl-ita-06
Cl-ita-07
CJ-ita-08
CJ-ita-09
Cl-ita-10
Cl-ita-11
Cl-ita-12
Cl-ita-13
IT-hyg-01
IT-hyg-02
IT-hyg-03
IT-hyg-04
IT-hyg-05
IT-hyg-06
IT-hyg-07
IT-hyg-08
IT-ita-01
IT-ita-02
IT-ita-03
IT-ita-04
IT-ita-05
IT-ita-06
IT-ita-07
IT-ita-08
IT-ita-09
Pl-hyg-01
Pl-hyg-02
Pl-hyg-03
Pl-hyg-04
Pl-hyg-05
Pl-hyg-06
Pl-hyg-07
Pl-hyg-08
Pl-hyg-09
Pl-hyg-10
Pl-hyg-11

-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-11,1213745
-10.769101
-10.769101
-10.769101
-10.769101
-10.769101
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-10.737312
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-10.737312
-10.737312
-10.737312
-10.737312
-10.737312
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-37,1868496
-37,1868496
-37,1868496
-37,1868496
-37,1868496
-37,1868496
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-37,1868496
-37,1868496
-37,1868496
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-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-37.336917
-36.858942
-36.858942
-36.858942
-36.858942
-36.858942
-36.858942
-36.858942
-36.858942
-36.858942
-36.858942
-36.858942

96



97

Pirambu Tropidurs hygomi Pl-hyg-12 -10.737312 -36.858942
Pirambu Tropidurs hygomi Pl-hyg-13 -10.737312 -36.858942
Pirambu Glaucomastix itabaianensis Pl-ita-01 -10.737312 -36.858942
Pirambu Glaucomastix itabaianensis Pl-ita-02 -10.737312 -36.858942
Pirambu Glaucomastix itabaianensis Pl-ita-03 -10.737312 -36.858942
Pirambu Glaucomastix itabaianensis Pl-ita-04 -10.737312 -36.858942
Pirambu Glaucomastix itabaianensis Pl-ita-05 -10.737312 -36.858942
Pirambu Glaucomastix itabaianensis Pl-ita-06 -10.737312 -36.858942
Pirambu Glaucomastix itabaianensis Pl-ita-07 -10.737312 -36.858942
Pirambu Glaucomastix itabaianensis Pl-ita-08 -10.737312 -36.858942
Pirambu Glaucomastix itabaianensis Pl-ita-09 -10.737312 -36.858942
Pirambu Glaucomastix itabaianensis Pl-ita-10 -10.737312 -36.858942
Pacatuba Tropidurs hygomi PA-hyg-01 -10,4234518 -36,6133034
Pacatuba Tropidurs hygomi PA-hyg-02 -10,4234518 -36,6133034
Pacatuba Tropidurs hygomi PA-hyg-03 -10,4234518 -36,6133034
Pacatuba Tropidurs hygomi PA-hyg-04 -10,4234518 -36,6133034
Pacatuba Tropidurs hygomi PA-hyg-05 -10,4234518 -36,6133034
Pacatuba Tropidurs hygomi PA-hyg-06 -10,4234518 -36,6133034
Pacatuba Tropidurs hygomi PA-hyg-07 -10,4234518 -36,6133034
Pacatuba Tropidurs hygomi PA-hyg-08 -10,4234518 -36,6133034
Pacatuba Tropidurs hygomi PA-hyg-09 -10,4234518 -36,6133034
Pacatuba Tropidurs hygomi PA-hyg-10 -10,4234518 -36,6133034
Tabela S2. Parametros e porcentagem de varidveis contribuintes dos mais bens ajustados
modelos de nicho ecoldgico para G. abaetensis/itabaianensis e T. hygomi.
Tropidurus hygomi Glaucomastix abaetensis/itabaianensis
AUC: 0.966 AUC: 0.970
Variable % contribution Permutation importance | Variable % contribution Permutation importance

bio_7 99.5 100 bio_7 96.9 99.1

bio_13 0.5 0 bio_13 3.1 0.9

bio_9 0 0 bio_3 0 0

bio_3 0 0 bio_15 0 0

bio_19 0 0 bio_14 0 0

bio_15 0 0 bio_10 0 0
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