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RESUMO

Fatores biogeograficos e ecoldgicos desempenham papéis importantes na
distribuicao geografica e genética das espécies. O fluxo gé€nico entre as populagdes que
estdo em habitats diferentes pode ser reduzido pela distancia geografica ou por
adaptacdes locais (isolamento por ambiente). No entanto, a associagdo entre esses
fatores tem sido pouco incorporada em estudos para a fauna amazonica, uma regiao
onde ha uma elevada diversidade de habitats, os quais poderiam exercer um efeito
direto na estrutura genética populacional da espécies. Aqui, nos combinamos
filogeografia e modelos de nicho ecologico para avaliar: (1) quais eventos teriam
moldado a distribui¢do espacial e genética em Leptodactylus pentadactylus, (2) se ha
diferenciagdo ecologica entre as areas de ocorréncia das populagdes de L. pentadactylus
e (3) quantificar o efeito de fatores ambientais e geograficos no padrao de diferenciagdao
genética. NoOs encontramos trés linhagens, onde duas delas ¢ delimitada pelo rio
Amazonas e a outra ¢ restrita aos escudos das Guianas. Nossos resultados revelaram um
papel importante do rio Amazonas na diferenciagdo genética de L. pentadactylus, no
qual este rio atua como fator limitante ao fluxo génico, em duas das trés linhagens
encontradas. Além do efeito do rio como barreira na distribuicdo da variabilidade
genética de L. pentadactylus, foi detectado que outra grande parcela da variabilidade
genética esta associada a fatores geograficos (isolamento por distdncia), ambientais
(isolamento ambiental) e histdoricos (oscilagdes climaticas do Quaternario). Dessa
forma, fica evidente a necessidade de incorporar, quantitativa e qualitativamente, a
associacdo entre diferentes fatores para explicar a variabilidade genética de espécies

amazonicas.



1. INTRODUCAO

A Amazonia ¢ o maior hotspot para endemismos e diversidade de espécies
terrestres do planeta (Silva et al, 2005). Apesar de poucas generalizagdes
empiricamente apoiadas terem surgido, a especiagdo alopatrica ¢ reconhecida como o
principal mecanismo por trds dessa alta diversidade. No entanto, nenhum padrdo
geografico ou forga paleoambiental emergiu como uma explicagdo geral, apesar de ja
estar claro que processos biogeograficos ocorrem num contexto ecoldgico,
evidenciando que ambos os fatores representam um importante papel na distribuigao
geografica e genética das espécies (Wiens & Donoghue, 2004; Ricklefs, 2007).

Historicamente, o teste de duas hipdteses alopatricas € recorrente em estudos
sobre a diversificagdo na biota amazonica afim de explicar a distribui¢ao das espécies:
(1) rios como barreiras, que propde que grandes rios amazonicos atuam como barreiras
para o movimento de espécies animais, podendo restringir o fluxo génico e a expansao
da distribui¢do das espécies a partir de seus centros de origem (Wallace, 1876); e (2)
teoria de refiigios, que identifica as influéncias dos ciclos glaciais e interglaciais como
causadores de isolamento e diferenciagdo, entre as populagdes, devido as contragdes e
expansoes florestais (Haffer. 1969)

Adicionalmente, fatores biodticos e abidticos podem influenciar na distribuicao
das espécies. Diversos estudos para a Amazonia demonstraram que existe relacdo entre
a distribuicdo de espécies e caracteristicas edaficas e topograficas (Duellman, 1995;
Duellman, 1999; Kinupp & Magnusson, 2005; Menin et al., 2008) e que a estrutura da
vegetacdo pode influenciar na ocorréncia € na abundancia das espécies (Duellman,
1995). Sendo assim, as espécies ocupam faixas ambientais adequadas as suas
exigéncias minimas (Hutchinson, 1957) e podem se deslocar acompanhando as
variagdes espaco-temporais (Avise, 2000; Pulliam, 2000; Davis & Shaw, 2001).
Frequentemente, esses deslocamentos sdo acompanhados por marcas genéticas que
podem estar associadas, além do clima, com a complexidade topografica e capacidade
de dispersao de cada espécie (Turchetto-Zolet et al., 2013).

A distribuicdo espacial e temporal da variabilidade genética de uma espécie ¢
influenciada por eventos aleatdrios como, por exemplo, a deriva genética, a selecao
natural, fluxo génico e mutagdo (Avise, 2000; Avise et al., 2009), além de eventos

histéricos como a expansdo da area de ocorréncia, que podem afetar diretamente as



frequéncias génicas numa populacdo, levando a divisao populacional por adaptacao
local (Orsini et al., 2013).

A estrutura populacional tem sido muito estudada principalmente num contexto
geografico em que a divergéncia inicial entre as populacdes depende do nivel de
migracao entre elas (Hutchison & Templeton, 1999; Shafer & Wolf, 2013). Segundo
Wright (1943), a dispersao diminui com a distancia, de modo que o fluxo génico ¢
geralmente mais baixo entre populacdes geograficamente distantes provocando um
padrao de isolamento por distancia. No entanto, populagdes geograficamente proximas
podem também divergir por causa da diferenga ecoldgica entre elas, nesse caso, o nivel
do fluxo génico diminuiria entre as populacdes de ambientes diferentes causando um
padrdo de isolamento por ambiente (Shafer & Wolf 2013). Assim, sabendo que a
correlacdo entre divergéncia genética e distancia geografica ¢ esperada sob isolamento
por distancia, enquanto que uma correlagdo entre divergéncia genética e dissimilaridade
ambiental ¢ esperada sob isolamento por ambiente, fatores geograficos e ambientais nao
sdo mutuamente exclusivos e podem atuar em conjunto para reduzir o fluxo génico
entre as populacdes. Portanto, ¢ de suma importancia estudos que investiguem a
importancia relativa e a interacdo entre esses processos afim de acrescentar no
conhecimento sobre a diversificagdo na Amazonia.

Atualmente, a filogeografia ¢ considerada uma das ferramentas mais
importantes para o entendimento dos componentes historicos da distribuicdo espacial da
variabilidade genética aos niveis intra ou interespecifico (Avise, 2009). Isso se atribui
ao fato dessa ferramenta ser til em decifrar os componentes temporais e espaciais da
estruturacao de linhagem em nivel populacional, interpretar os processos evolutivos e
ecoldgicos envolvidos (Beheregaray, 2008) e entender como os padrdes de divergéncia
se relacionam ou coincidem com fatores geograficos e geoldgicos atuais e historicos
(Chan et al., 2011).

A integracdo entre genealogias, modelos de nicho ecolégico e de
paleodistribui¢do, devido a complementaridade entre as andlises, tém proporcionado
um incremento da confianca nas inferéncias filogeograficas sobre a importdncia dos
eventos histéricos para a estruturagdo genética populacional (Carstens & Richards
2007; Carnaval et al., 2009; Werneck et al., 2012; Camargo et al., 2013). Dessa
forma, estudos filogeograficos com aplicacdo de modelagem de nicho ecoldgico, tém
representado uma fonte importante de informagao sobre assinaturas genéticas historicas

(Hickerson et al., 2010; Chan et al., 2011), possibilitando a identificagdo de zonas de
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contato secundario, refugios Pleistocénicos e rotas de dispersao (Kidd & Ritchie, 2006;
Stewart et al., 2010).

Anuros sdo organismos especialmente vulnerdveis a variacdes ambientais,
devido principalmente a caracteristicas como ciclos de vida associados a meios
aquaticos e terrestres, e pele permeavel (Heyer et al., 1994; Souza et al., 2008). Suas
distribui¢des geograficas sdo variadas, podendo estar relacionadas a aspectos do relevo,
clima e vegetagdo que sdo fortemente influenciados por fatores histéricos e
biogeograficos (Duellman, 1999).

Leptodactylus pentadactylus (Laurenti, 1768) ¢ uma espécie de anuro
amazonico pertencente ao grupo de espécies que recebe o mesmo nome: grupo
Leptodactylus pentadactylus (sensu Heyer, 2005, de Sa et al., 2014). A principio, L.
pentadactylus era considerada uma unica espécie com ampla distribui¢do nas Américas
do Sul e Central, inclusive em ambos os lados da cordilheira dos Andes. Somente apos
uma revisdo de toda variagdo morfologica e actstica, foram definidos quatro
agrupamentos populacionais diferenciados, correspondente a: (1) América Central e
norte da Colombia, (2) Costa Oeste da Colombia; (3) Costa Oeste do Equador, e (4)
Amazodnia, onde cada um desses agrupamentos corresponderia a uma espécie distinta
(Heyer, 2005). Seguindo esses dados, a espécie L. pentadactylus se restringe ao
agrupamento da Amazonia. Apesar de Heyer (2005) ter apontado uma deficiéncia
amostral em seu trabalho, principalmente para a Amazonia central, ele sugeriu que um
componente geografico estaria influenciando na variagdo intraespecifica da espécie.

Diversos trabalhos com L. pentadactylus relataram caracteristicas taxonomicas
e/ou acusticas incongruentes (Duellman, 1978; Hero & Galatti, 1990; Galatti, 1992;
Rodriguez & Duellman, 1994; Duellman, 1994; Savage, 2002; Heyer, 2005; Lima et
al., 2012). Assim, diversas incertezas taxondmicas envolvem L. pentadactylus (Heyer,
2005). Portanto, sao importantes estudos que visem esclarecer a problematica envolvida
na variagdo intraespecifica em L. pentadactylus, e quais componentes geograficos e
ecoldgicos estariam associados a essa variagao.

Aqui, combinamos modelos de nicho ecologico do presente e de dois periodos
do Quaterndrio com analises filogeograficas baseadas em dados mitocondriais para
avaliar o efeito de fatores ecologicos e biogeograficos na estrutura genética
populacional de Leptodactylus pentadactylus. De maneira mais especifica, visamos
investigar: (1) quais eventos teriam moldado a distribuicdo espacial e genética em L.

pentadactylus, (2) se ha diferenciacdo ecoldgica entre as areas de ocorréncia das
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populagdes de L. pentadactylus e (3) quantificar o efeito de fatores ambientais e

geograficos no padrdo de diferenciagdo genética.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e amostras

O bioma amazdnico abrange varios paises da América do Sul, como Brasil,
Bolivia, Colombia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela (Sioli,
1967; Lundberg et al., 1998). A composicdo da floresta na area de estudo varia de
Floresta Ombrofila Densa Submontana a Floresta Ombroéfila de Terras Baixas (IBGE,
2004). A pluviosidade anual média varia de 2.200 mm a 1000 mm (Sombroek, 2001).

Nos obtivemos um total de 100 amostras de Leptodactylus pentadactylus que
representam boa parte da distribui¢do atual da espécie proposta pela IUCN (2015).
Todas as amostras foram obtidas a partir de coletas feitas especificamente para este
estudo, da Colecao de Tecidos de Genética Animal (CTGA); da Colecdo de Recursos
Genéticos — INPA; do Museu de Zoologia — USP e do Centre National de la recherche

scientifique — Guiana Francesa (Tabela 1, Material Suplementar).

2.2 Obtencdo de dados genéticos

O DNA genomico (gDNA) total foi extraido usando o protocolo de CTAB 2%
(Doyle e Doyle, 1987). A extragdo do DNA foi analisada, quanto a sua qualidade,
através da técnica de eletroforese em gel de agarose a 1% utilizando um marcador de
DNA de tamanho e quantidade conhecida (Lambda/Hind III). Os DNAs gendmicos
foram quantificados no espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) para

verificar a concentragdo e qualidade das amostras.

Amplificagdo de DNA

Todas as amostras foram sequenciadas bidirecionalmente para os genes
mitocondriais 12S e 168, incluindo a regido tRNA valina, através da reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) usando os primers 16Sa, 16Sb (Palumbi et al., 1991) e 12Sa e
16Sr3 (Hrbek & Larson, 1999). As reacdes de PCR foram feitas para um volume final
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de 15 pL, contendo 6.5 pL de ddH20O, 1.5 pL de tampao 10X (100mM Tris-HCI,
500mM KCI), 1.5 de MgCI2 25mM, 1.25 pL de dANTP 2.5 mM; 1,5 pL de cada primer
2uM, 0.3 de Taq 1U/uL e 1.0 uL. de DNA. As condi¢des da reacdao no termociclador
foram: preaquecimento a 92°C por 60 segundos, desnaturagao a 92°C por 50 seg.,
anelamento a 50°C por 60 seg. e extensao a 72°C por 40 seg. Esses ultimos trés passos
foram repetidos 35 vezes, seguidos de uma extensdo final a 72°C por cinco minutos. O

produto da PCR foi visualizado em gel de agarose 1%.

Sequenciamento

O produto de PCR foi purificado com ExoSAP seguindo o protocolo do fabricante.
As reagdes de sequenciamento foram realizadas contendo: 1.0pL do produto de PCR
purificado, 2.0uL do primer de sequenciamento (o mesmo de amplificagdo), 0.3uL do
BigDye Terminator v3.1, 1.45ul do tampao do BigDye e 5.5uL de ddH20. As
condi¢des da reagdo foram as sugeridas no protocolo do fabricante do Kit BigDye. O
produto da reacdo de sequenciamento foi precipitado com etanol e EDTA, e
posteriormente ressuspendido em 10 pL de formamida deionizada para ser injetados e

analisados no sequenciador automatico ABI3500 (Applied Biosystems).

2.3 Analise de dados genéticos

Preparacdo de sequéncias

Apo6s a leitura das sequéncias pelo sequenciador, estas foram alinhadas com a
aplicacdo da ferramenta Clustal W (Thompson et al., 1996) e posteriormente analisadas,
comparadas e editadas usando o programa Geneious (Rambaut et al., 2012). No
programa DAMBE 5.2.57 (http://dambe.bio.uottawa.ca/dambe.asp) foram verificados
os niveis de saturacao das sequencias através do teste de saturacao de substitui¢des (Xia

et al., 2003).

Estrutura populacional e reconstrucgdo filogeogrdfica

Nos utilizamos o programa BAPS (Bayesian Analysis of Genetic Population

Structure) (Corander et al., 2008), para inferir a estrutura genética das populagdes. Esse
11



programa se baseia no calculo da distribuicao posterior da frequéncia dos nucleotideos
para determinar o nimero de populacdes genéticas (k) mais provavel. Adicionalmente,
calculamos as distdncias genéticas (p distance) entre os grupos identificados pelos
BAPS no programa MEGA 6.06 com 1000 réplicas de bootstrap (Tamura et al., 2011).
Para as reconstrugdes filogenéticas, o jModeltest (Posada et al., 2008) foi
utilizado para selecionar o modelo evolutivo que melhor se ajusta para explicar a
evolucdo das sequéncias no banco de dados. O programa BEAST 1.8.2 (Bayesian
Evolutionary Analysis Sampling Trees) (Drummond & Rambaut, 2007) foi utilizado
para estimar as relagdes filogenéticas e o tempo de divergéncia, o qual foi calibrado
utilizando registro fossil de Eleutherodactylus e os parametros conforme Roelants et al.,
(2007) para Leptodactylinae. O ntimero de geracdes de MCMC foi de 100 milhdes,
amostradas a cada 1000 interagdes onde 10% de burn-in foram descartadas. As

interagdes (convergéncia e estabilidade) foram analisadas no programa TRACER 1.6.

2.4 Modelagem de nicho ecoldgico

Dados de ocorréncia e variaveis ambientais

Tendo em vista a problematica envolvida na delimitacdo de L. pentadactylus, se
tratando, portanto, de um complexo de espécies, optamos por ndo utilizar dados de
ocorréncia depositados em portais publicos, como GBIF, sites de museus e etc.. Assim,
somente os individuos que foram previamente conferidos (genética e
morfologicamente) foram utilizados para a constru¢do dos modelos de nicho ecologico,
ou seja, os mesmos 100 individuos citados na secdo anterior (Tabela 1 — Material
Suplementar). Os registros de ocorréncia das espécies normalmente se encontram
agrupados em regides que apresentam maior esfor¢o amostral resultando em
localidades que sdo espacialmente dependentes. Isso faz com que o modelo se ajuste
aos dados de calibracao (overfitting) e, devido a isso, ndo consiga prever de forma
independente a acuracia dos dados (Radosavljevic & Anderson, 2013). Esse efeito pode
ser minimizado realizando uma filtragem espacial aleatdria através da exclusdo de
localidades que estdo muito proximas umas das outras (Pearson et al., 2007;
Radosavljevic & Anderson, 2013). Para os nossos dados, aplicamos um filtro espacial

considerando um raio de 25km? a fim de diminuir a agregagdo espacial e
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consequentemente autocorrelacdo espacial dos registros de ocorréncia (Boria et al.,
2014).

Foram utilizadas varidveis ambientais climaticas e ndo climaticas (Tabela 1).
Para avaliar a distribuicdo espacial das areas adequadas para ocorréncia de L.
pendadactylus em épocas passadas, utilizamos variaveis climdticas estimadas para
periodos como o Holoceno (~6 mil anos atras) e Ultimo Maximo Glacial (LGM, ~22
mil anos atrds) construidos a partir de modelos de circulagdo climatica global,
Community Climate System Model (CCSM4).

Testamos a correlacdo entre as variaveis através do Fator de Inflacdo da
Variancia (VIF). VIF pode ser usado para detectar colinearidade, ou seja, forte
correlagdo entre duas ou mais variaveis preditoras. Dessa forma excluimos variaveis
altamente correlacionadas, aplicando um limiar de 0.7 usando o pacote wusdm

implementado do programa R (R Development Core Team, 2014).

Modelos de nicho ecologico para o presente e o passado

Para construir os modelos, nos utilizamos o algoritmo de maxima entropia
(MaxEnt) a partir do pacote dismo no programa R. MaxEnt ¢ um algoritmo que realiza
previsdes das preferéncias das espécies para determinado ambiente a partir da razao
entre presenca (uso do habitat) e background (disponibilidade do habitat) (Philips et al.,
2006). A Amazodnia sensu latu (Eva & Huber, 2005) foi defina como area de
background, ou seja, a area geografica onde os modelos de nicho foram calibrados,
avaliados e projetados, adotando uma resolugdo espacial de 2,5km?. Os modelos foram
gerados utilizando 10.000 pontos de background. Foram construidos 30 modelos
combinando 3 diferentes curvas de resposta (Linear + Quadratica, Linear + Quadréatica
+ Produto, Linear + Quadratica + Hinge) com 10 valores de beta regularizador (de 0.5 a
5, a cada 0.5). Usamos o Critério de Informacdo de Akaike (AIC) para selecionar o
melhor modelo (Warren & Seifert, 2011). Esse critério foi adotado em detrimento dos
outros, pois foi demonstrado que oferece vantagens significativas sobre os métodos
comumente utilizados (Warren & Seifert, 2011). O desempenho dos modelos
selecionados foi avaliado através da estimativa da area abaixo da curva ROC (AUC),
considerando adequados apenas os modelos com AUC > 0.7 (Warren & Seifert, 2011).
Dois grupos de modelos foram avaliados: um usando todas as variaveis e outro usando

apenas as varidveis climaticas.
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Para avaliar a distribuicdo geografica de areas adequadas a ocorréncia de L.
pentadactylus em dois periodos do Quaternario, nds projetamos para o Holoceno e
LGM os modelos do Maxent calibrados no presente apenas com as varaveis climaticas.
A exclusao de varidveis ndo climaticas para proje¢ao do passado ¢ recomendada uma
vez que nao temos projecdes acuradas de como seriam a paleodistribuicao de variaveis

como solo e topografia, por exemplo.

2.5 Importancia relativa de isolamento por distdncia geogrdfica, isolamento por

ambiente e isolamento por barreira fluvial

Para calcular a importancia relativa de isolamento por distancia, isolamento por
ambiente e isolamento por barreira fluvial sobre a variabilidade genética de L.
pentadactylus, utilizamos teste de Mantel simples. Este teste ¢ apropriado quando a
hipotese em estudo pode ser formulada em termos de distancias (Legendre &
Fortin, 2010), e tem sido bastante usado quando nichos multidimensionais sao
analisados para identificar influéncia de fatores ecoldgicos na variagdo genética
populacional (Legendre & Fortin, 2010; Orsini et al., 2013). O teste de Mantel consiste
em estimar a correlacdo entre duas matrizes através do coeficiente » de correlagdo de
Pearson. A significancia dos valores de r foi estimada através de 999 permutacdes.
Adicionalmente, realizamos a andlise de particdo de varidncia a partir de regressao
multipla de matrizes de distancia (Borcard et al., 1992; Lichstein, 2007) para
quantificar o efeito puro e compartilhado do isolamento por distancia geografica,
isolamento por ambiente e barreira fluvial.

Matriz de distancia de ambiental (Nicho) — Para cada linhagem identificada pela
arvore Bayesiana (Figura 1) executamos o MaxEnt e projetamos no espaco geografico
os valores de adequabilidade ambiental. Os valores de adequabilidade ambiental foram
obtidos a partir do output raw do MaxEnt, transformados em /ogl0 para aproximar a
distribuicdo dos dados a uma distribuigdo normal. Aqui foi usado o mesmo
procedimento de selecdo de modelos descrito na secdo anterior. Por exemplo,
considerando duas linhagens, A e B, associamos os pontos de ocorréncia da linhagem A
com os valores de célula dos mapas de proje¢do de adequabilidade ambiental. Em
seguida o mesmo ¢ feito para a linhagem B. A distancia ambiental entre individuos de
duas linhagens foi entdo estimada pela distancia euclidiana no espago bidimensional de

nicho (nicho de A versus nicho de B, por exemplo).
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Matriz de distdancia geogrdfica e genética — Para o mesmo conjunto de dados foi
estimado também a distincia geografica e a distancia genética entre seus individuos.
Matriz de distancia do rio — Considerando os individuos que estdo em margens
opostas do rio Amazonas, codificamos os individuos da margem esquerda com valores
0 e da margem direita com valores 1. Portanto a distancia absoluta entre individuos
localizados na mesma margem serd 0 (onde 0 — 0=0, ou 1-1=0) e a distancia absoluta
entre individuos de margens oposta serd 1 (onde, 1-0=1, ou 0-1=1).
Todas as analises aqui descritas foram realizadas utilizando os pacotes vegan,

raster, ape, € ecodist no programa R.

3. RESULTADOS

Estrutura populacional e reconstrugdo filogeogrdfica

As andlises Bayesianas de estrutura populacional genética baseada nos genes
mitocondriais 12S e 16S concatenados, indicaram com maior probabilidade a existéncia
de quatro grupos genéticos (k = 4). De acordo com a distribuicdo espacial desses
individuos, nos atribuimos nomes a esses grupos os quais correspondem a: grupo Norte,
abrangendo em sua maioria individuos localizados ao norte do rio Amazonas; grupo Sul
I e Sul II, com predominancia dos individuos localizados ao sul do rio Amazonas; e por
fim, grupo Guiana que incorpora todos os individuos da Guiana Francesa e do Amapa
(Figura 1).

O modelo proposto pelo jModeltest a partir do critério de Akaike foi o HKY+G,
o qual foi usado para reconstrucao filogenética. Foram considerados como clados, os
ramos com probabilidade posterior >0.95. A arvore Bayesiana de L. pentadactylus,
indica dois principais eventos de divergéncia. O primeiro com a separacdo da maioria
dos individuos que estdo em ambas as margens do rio Amazonas (Norte x Sul), e uma
segunda divisdo separando em dois clados (Norte x Guiana), os individuos que estdo ao
norte do rio Amazonas. De maneira geral, as distancias genéticas p entre 0s grupos
foram baixas (Tabela 1). Trabalhos anteriores com anuros assumem que distncias
maiores que 2% indicam variacdo intraespecifica (Vences et al., 2005; Fouquet et al.,
2007; Crawford et al., 2010), dessa forma temos trés linhagens (Figura 2) altamente
suportadas: os clados Guiana, Norte e Sul (Sul I + Sul II).
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® Guiana
O Norte
+ Sul I
o Sul II

Figura 1. Mapa com a distribuigdo espacial dos grupos genéticos encontrados pelo
BAPS (k=4). Circulos verdes representam o grupo Guiana; quadrados azuis grupo

Norte; e cruzes e circulos vermelhos, respectivamente, grupo Sul I e Sul II.
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Figura 2. Inferéncia Bayesiana baseada em fragmentos dos genes mitocondriais 12S e

16S concatenados (1171 pb). Valores abaixo dos nds indicam a probabilidade

posterior. Eixo representa a escala de tempo variando de 0 (presente) até 2,5 milhdes de
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anos atras (Ma), com intervalos de tempo de 500 mil anos. Circulos pretos nos clados
Norte e Sul indicam os individuos que compartilham haploétipos. Os agrupamentos

indicados pelos BAPS (Figura 1) estdo representados pelas cores dos clados na arvore.

Tabela 1. Valores em porcentagem de distdncia genética p corrigida entre os grupos

encontrados pelo BAPS.
Guiana Norte Sul I Sul II
Guiana
Norte 2.1%
Sul I 3.2% 2.5%
Sul IT 3.2% 2.1% 0.5% -

Modelagem de nicho ecologico

Os modelos de nicho apresentaram alto desempenho, tanto considerando todos
os pontos de ocorréncia de L. pentadactylus quanto considerando as trés linhagens
separadamente (Tabela 2). Em todos os modelos a média da variagdo didria de
temperatura (Bio2) figurou como a varidvel mais importante, mostrando uma
preferéncia de L. pentadactylus a regides com baixa variagdo didria de temperatura.
Variaveis edaficas estiveram entre as trés mais importantes nos modelos das linhagens
Norte (Argila) e Guiana (CEC e pH). Para a linhagem Sul, as trés variaveis importantes
estiveram relacionadas com condic¢des de temperatura (Tabela 2).

A projecdo espacial do modelo de nicho para L. pentadactylus para o presente
revelou uma extensa area geografica ndo favordvel a nordeste da linhagem Norte e
sudoeste da linhagem Guiana (Figura 2a). Esta area desfavordvel esteve presente
também nas projecdes espaciais dos modelos de cada linhagem, sendo mais extensa e
mais inadequada para as linhagens Norte e Sul que para a linhagem Guiana. Os
modelos para as linhagens Norte e Sul previram pouca ou nenhuma érea favoravel para
a regido de ocorréncia a linhagem Guiana, embora o modelo de Guiana tenha previsto
area favoravel para esta linhagem ao norte do rio Amazonas na Amazonia Central, area

ocupada atualmente pelas linhagens Norte e Sul (Figura 2).
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Tabela 2. Resultados dos modelos MaxEnt selecionados para L. pentadactylus e para as
trés linhagens intraespecificas separadamente. N representa numero de pontos de
ocorréncia apds filtragem espacial, utilizados na calibragdo dos modelos. Em curvas de
resposta, L= Linear, Q=Quadratic, P=Product. Valores entre parénteses em
contribuicdo das varidveis referem-se a contribuicdo de cada variavel ao ganho do
modelo durante o processo iterativo de treinamento do algoritmo e estdo em
porcentagem.

Modelo L. pentadactys  Sul Norte Guiana
(N=36) (N=17) (N=12) (N=9)
Curvas de § LQ LQP LQP LQP
Resposta
¥ LQP LQP LQP LQ
B multiplicador § 3 3 1.5 3
¥ 1 1.5 1.5 3
AUC § 0.91 0.92 0.95 0.95
T 0.90 0.91 0.95 0.95
Contribuicdo das  § bio2 (74.6)  bio2 (46.3)  bio2 (55.8)  bio2 (49.7)
varidveis biod (9.5) biod (29.4)  argila (18.8) CEC (34.2)
biol9 (8) bio3 (142)  biol9 (17.2) pH (8.5)
¥ bio2 (60.7)  bio2 (43)  bio2 (66.5) bio2 (86.6)
biod (12.4)  biod (28.9)  bio5(17.7)  biol8 (10.5)
biol9 (9.2)  bio3 (19.6) biol9 (9.4)  bio3 (2.9)

§: modelo com todas variaveis, climaticas e nao climaticas.

T: modelo apenas com variaveis climaticas
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Todas as Variaveis

Variaveis Climaticas

Todos os pontos Guiana

Figura 2. Modelos de distribui¢dao de nicho ecolédgico de Leptodactylus pentadactylus
para o Presente considerando diferentes conjuntos de pontos de ocorréncia (colunas) e
de variaveis (linhas). Modelos com todas as variaveis incluem climaticas, edéficas e de
estrutura da vegetacdo. A barra lateral representa o indice de adequabilidade ambiental,
variando de O (azul - inadequada) a 100 (vermelho - adequado). Pontos brancos
representam os pontos de ocorréncia espacialmente filtrados considerando um raio de

25km? que foram usados nas analises.

A projecdo dos modelos para o Ultimo Méaximo Glacial (LGM) mostrou a
presenca de areas de alta adequabilidade ambiental para as linhagens do Sul e do Norte
principalmente na Amazonia central, dreas onde elas atualmente ocorrem (Figura 3).
Embora o modelo da linhagem Norte tenha previsto areas favoraveis na regido das
Guianas, uma extensa area desfavoravel foi prevista isolando estas duas regides. Ja o
modelo da linhagem Guiana mostrou areas favoraveis ao longo da calha do médio-
baixo rio Amazonas e ao norte da Amazodnia Central, em direcdo perpendicular ao rio
Amazonas. Ainda no LGM, o modelo para linhagem Guiana ndo indica a presenga de
habitat adequado para sua 4rea de ocorréncia atual. Apenas a partir do Holoceno ¢ que

se pode verificar a presenca de areas favoraveis para o estabelecimento da linhagem
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Guiana na sua area de ocorréncia presente. Por outro lado, os modelos para as linhagens
Norte e Sul para o Holoceno indicaram uma diminui¢ao de habitat adequado na regido

da Amazodnia central e um deslocamento de ambientes favoraveis para oeste.

Guiana

Figura 3. Modelos de paleodistribuicdo de Leptodactylus pentadatylus. Para o LGM
(~22mil anos): Linhagem Sul (a); linhagem Norte (b) e linhagem Guiana (c). Para o
Holoceno (~6mil anos): Linhagem Sul (d); linhagem Norte (e) e linhagem Guiana (f). A
barra lateral representa o indice de adequabilidade ambiental, variando de 0 (azul -
inadequada) a 100 (vermelho - adequado). Pontos brancos representam os pontos de

ocorréncia espacialmente filtrado considerando um raio de 25km?.

Importancia relativa de isolamento por distdncia geogrdfica, isolamento por ambiente

e isolamento por barreira fluvial

Comparando-se as linhagens Norte e Sul as diferencas genéticas entre seus
individuos estiveram mais associadas com as diferengas de margem do rio (Tabela 3 e
Figura 4a), significando que as diferencas genéticas tendem a ser maiores quando

comparamos individuos de margens diferentes e menores quando comparamos
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individuos que ocorrem no mesmo lado da margem. Tanto isolamento por ambiente
quanto isolamento por distancia geografica tiveram uma baixa associagdo com as
diferengas genéticas dos individuos destas duas linhagens (Norte e Sul). A baixa
diferenciagdo de nicho entre os individuos das linhagens Norte e Sul pode ser
observada também na Figura 5b, onde se observa uma mistura entre os individuos
destas duas linhagens no espago de nicho.

Para as linhagens Norte e Guiana, observamos que o efeito do isolamento por
distancia geografica foi maior que isolamento por ambiente (Tabela 3 e Figura 4). No
entanto, houve uma clara separagao de nicho entre as duas linhagens (Figura 5a).
Assim, o efeito compartilhado desses dois fatores (Figura 4) indica a importancia de

ambos sobre a diferenciacdo genética entre as linhagens Norte e Guiana.

Tabela 3. Teste de Mantel entre distdncia genética (GEN) e distancias ambiental
(AMB), geografica (GEO) e de rio (RIO) obtidos através da comparacdo entre os
individuos das linhagens Norte ¢ Guiana, ¢ Norte e Sul. Valores de significancia p
obtidos através de 999 permutagdes: * < 0.05; ** <0.01 e *** <0.001.

NORTE — GUIANA NORTE-SUL

GEN ~ AMB 0.50] **x* 0.27] %%
GEN ~ GEO 0.686%** 0.369%**
GEN ~ RIO 0.675%**
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Norte x Sul Norte x Guiana

Ambiental,
6.7

Ambiental, /

0.4

Geogrifico
,4.6

Figura 4. Efeitos puros e compartilhados (mistos) dos diferentes tipos de isolamento
sobre as distancias genéticas entre as linhagens de L. pentadactylus, obtidos através da
analise de particdo de variancia dos modelos de regressao de matrizes de distancias.

-1

adequabilidade ambiental Guiana
10
!
*
adequabilidade ambiental Sul
L J
@
L J

-10

adequabilidade ambiental Norte adequabilidade ambiental Norte

Figura 5. Comparacdo entre os nichos ecoldgicos de cada linhagem. Os eixos
representam a adequabilidade ambiental de cada linhagem (resultado dos mapas
preditivos — ver métodos para detalhamento dos métodos empregados). Em a —
comparagdo entre os nichos da linhagem Guiana (circulos verdes) e Norte (circulos
azuis). Em b — comparagdo entre os nichos da linhagem Norte (circulos azuis) e Sul

(circulos vermelhos).
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4. DISCUSSAO

Diferentes processos estiveram associados com a estrutura genética dentro de L.
pentadactylus. Aqui observamos primeiramente um processo de divergéncia genética
ocorrendo na Amazdnia central imposto pela presenca de barreira fluvial, rio
Amazonas, limitando o fluxo génico. Os resultados indicam ainda uma historia de
divergéncia mais recente entre as populacdes do Norte e Guiana controlada por
mudangas climéticas, através de isolamento adaptativo (isolamento por ambiente) e ndo
adaptativo (isolamento geografico).

Embora o rio Amazonas tenha sido o principal condicionante na diferenciacao
genética entre as populacdes que ocorrem em suas margens opostas, nds encontramos
compartilhamento de haplotipos entre as populagdes Norte e Sul em trés localidades
(Jatapu, Br 319 Km350 e Moiobamba — Figura 1). Nos ultimos 2,5 milhdes de anos o
rio Amazonas vem sofrendo diversas alteracdes. Dado o contexto histdrico geologico
dessa area (Rosseti et al., 2005; Latubresse et al., 2002; Hoorn et al., 2010; Rosseti et
al., 2015), ¢é plausivel considerar que no passado, possa ter ocorrido conexao entre
ambas as margens, facilitando o contato entre populag¢des do norte e sul desse rio, como
j4 demonstrado em alguns trabalhos com vertebrados utilizando genes mitocondriais
(Muniz, 2012; Kaefer et al., 2013; Gravena et al., 2014).

A projecao espacial do modelo de nicho de L. pentadactylus para o presente com
todos os pontos de ocorréncia (Figura 2a), revelou uma extensa area inadequada para a
linhagem da Guiana. Podemos inferir a partir dos modelos projetados para o passado,
que essa area pode ter sido adequada durante o Pleistoceno, que forneceu um caminho
para a dispersdo a partir das populacdes do Norte (Figura 3a e 3d). Essa rota de
dispersdo poderia ter sido pela calha do rio Amazonas e/ou num sentido nordeste (a
partir da populacdo Norte) durante o LGM (~22 mil anos) (Figura 3c). Ja durante o
Holoceno (~6mil anos), teria aumentado a disponibilidade de habitat adequado para
essa populacdo ao passo que as potenciais rotas de dispersao diminuiram, fazendo com
estas se isolassem das outras populacdes (Figura 3f). Essa separacdo entre Norte e
Guiana também pode ter sido favorecida devido a mudanca de adequabilidade
ambiental, durante o Holoceno, do Norte para oeste da Amazonia (Figura 3e), enquanto
que a adequabilidade ambiental para a linhagem da Guiana migrava para leste da
Amazonia (Figura 3”). Cheng et al., 2013, caracterizou a variabilidade hidroclimatica
da Amazonia para diversas escalas de tempo, através de registros datados de isdtopos
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de oxigénio. Os autores encontram que a variabilidade climatica durante o Pleistoceno
exibia um padrdo quase dipolo, onde o clima na parte oeste da Amazonia era diferente
da parte leste. Assim, ¢ possivel que as oscilagdes climaticas do Pleistoceno possam ter
tido uma grande influéncia na estrutura genética de L. pentadactylus observada no
presente.

Fatores geograficos e ambientais em conjunto, criam diferenciacdo genética mais
forte ¢ mais discreta do que o isolamento por distincia sozinho, enfatizando a
importancia da selegdo ambiental na formacao de padrdes de variacao genética (Lee et
al., 2011; Mallet et al., 2014; McGaughran et al., 2014). Em contrapartida, Orsini et al.
(2013), a partir de uma compilagdo de estudos recentes, relataram que isolamento por
ambiente com ou sem isolamento por distancia, parece ser o processo mais comum na
conducdo da diferenciagdo genética. O fluxo génico entre as populagcdes que habitam
ambientes diferentes pode ser reduzido por selecdo divergente, resultante da adaptacao
local (isolamento por ambiente), mas que pode ser intensificado pelo isolamento por
distancia geografica, principalmente se o gradiente de mudangas ambientais se distribui
ao longo de uma extensa 4rea geografica. Nossos resultados indicam que a
diferencia¢do genética e historia de coloniza¢do da linhagem Guiana, esta relacionada
tanto com processos ndo-adaptativos (isolamento por distancia geografica) quanto por
processos adaptativos (isolamento por ambiente) (Figura 4b). Assim, apoiamos a ideia
de que isolamento por ambiente e por distdncia geografica, juntos, tem influéncia na
estruturagdo genética de L. pentadactylus, como ja demonstrado anteriormente para
outras espécies (Lee et al., 2011; Mallet et al., 2014; McGaughran et al., 2014).

Apesar de ja ter sido observado que algumas populagdes de tetrapodes da
Amazodnia estdo estruturadas devido a isolamento por distancia (Mota, 2010; Kaefer et
al., 2012) estes estudos nao consideraram se existe uma diferenciagdo ambiental ao
longo do gradiente geografico analisado. Nas analises de diferenciacdo de nicho das
populagcdes da linhagem Norte e Guiana, ficou evidente que ambas tem baixa
similaridade de nicho (Figura 5a), indicando isolamento por ambiente atuando
conjuntamente com isolamento por distancia (Tabela 2). Sob isolamento por ambiente,
a adaptacdo local das populagdes ao seu habitat impulsiona sua diferenciagdo de nicho
ecologico e, portanto, limita a probabilidade de fluxo génico entre elas (Shaffer et al.,
2013). Dessa forma, esses fatores explicariam a forte estruturagdo para a linhagem
Guiana (Figura 1). Em contrapartida, para as populagdes Norte e Sul, a comparacdo dos

modelos de nichos ecoldgico delas indicou que ambas tem alta similaridade de nicho
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(Figura 5b). Neste caso, a variacdo genética dessas populagdes pode estar mais
associada ao efeito do rio Amazonas (Tabela 3), significando que as diferencas
genéticas tendem a serem maiores quando comparamos individuos de margens
diferentes e menores quando comparamos individuos que ocorrem no mesmo lado da
margem.

A variagdo fenotipica observada em Leptodactylus pentadactylus (Heyer, 2005)
poderia, entdo, ser atribuida a influéncia desses fatores (ambientais e geograficos), os
quais estariam atuando principalmente na forma e tamanho de caracteres que estdo
associados com gradientes abioticos seletivos (Bridle & Vines 2007), justificando assim
a grande confusdo taxonOmica envolvida nesse complexo (Hero & Galatti, 1990;
Galatti, 1992; Savage, 2002; Heyer, 2005; Lima et al., 2006, Costa et al., 2013). Vale
ressaltar que L. pentadactylus estd distribuido em toda a bacia amazonica (sensu Heyer
2005 e de Sa et al., 2014) e nos focamos esforcos em uma parte dessa distribuicao,
Amazonia central e Guiana. Portanto a inclusdo de novas amostras, contemplando a
distribuicdo da espécie em toda sua extensdo, poderd fornecer maior embasamento
sobre a histdria evolutiva de L. pentadactylus, bem como identificar possiveis linhagens
evolutivas independentes. Dessa forma as ferramentas que aqui foram utilizadas
(filogeografia e modelagem de nicho ecoldgico) adicionadas a estudos com caracteres
morfologicos, comportamentais e actsticos poderdo elucidar a taxonomia complexa que

envolve a espécie.

5. CONCLUSAO

A partir de nossas analises foi possivel observar que diferentes fatores contribuem
para moldar a variabilidade genética de L. pentadactylus vista atualmente.
Conseguimos com esse estudo, elucidar quase 60% dos fatores que estdo evolvidos na
diferenciagdo de L. pentadactylus, o que € considerado muito relevante em estudos
amazonicos. Barreira fluvial, oscilagdes climaticas do Quaternario, isolamento por
distancia e isolamento ambiental se mostram entre os fatores que mais elucidam a
distribui¢do espacial de L. pentadactylus. No entanto, a associagdo entre esses fatores

tem sido pouco incorporada em estudos para a fauna amazdnica, uma regido onde ha
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uma elevada diversidade de habitats, os quais poderiam exercer um efeito direto na
estrutura genética populacional das espécies. Essa conclusdo s6 foi possivel ao aliar
ferramentas de modelagem de nicho ecolégico juntamente com abordagens
filogeograficas, comumente utilizadas sozinhas. Esta ultima tem sido amplamente
utilizada na Amazonia, mas a primeira, raramente. Portanto a aplicacao destas duas
ferramentas em conjunto deve contribuir de maneira significativa no entendimento da

complexidade dos processos envolvidos na diversificagdo da biota Amazodnica.
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7. Material Suplementar

Tabela 1. Lista dos espécimes utilizados com suas respectivas informagdes de
procedéncia e coordenadas geograficas.

Amostras Localidade Longitude Latitude Procedéncia
6551Act Acutuba -60.3568611 -3.1004167 CTGA
AF1779 Apatou -54.20495 5.24286 CNRS
6544 Aut Autazes -59.1166667 -3.7 CTGA
6545Aut Autazes -59.1166667 -3.7 CTGA
6547Aut Autazes -59.1166667 -3.7 CTGA
6541Aut Autazes -59.1166667 -3.7 CTGA
6543 Aut Autazes -59.1166667 -3.7 CTGA
49Br319 BR 319 Km 300 -61.6147222 -5.0186111 INPA

209Br319 BR 319 KM 300 -61.6147222 -5.0186111 INPA

288Br319 BR 319 KM 300 -61.6147222 -5.0186111 INPA
289Br319 BR 319 KM 300 -61.6147222 -5.0186111 INPA
154Br319 BR 319 KM 300 -61.6147222 -5.0186111 INPA
608Br319 BR 319 Km 350 -61.9588889 -5.3019444 INPA
5656Ufam Campus da UFAM -59.9617222 -3.0840556 CTGA
5657Ufam Campus da UFAM -59.9617222 -3.0840556 CTGA
203Can Canutama -64.5723889 -6.5768333 INPA
432Can Canutama -64.5723889 -6.5768333 INPA
464Can Canutama -64.5723889 -6.5768333 INPA
463Can Canutama -64.5723889 -6.5768333 INPA
105Can Canutama -64.5661111 -6.4951389 INPA
441Can Canutama -64.5661111 -6.4951389 INPA
204Can Canutama -64.5723889 -6.5768333 INPA
119Can Canutama -64.5661111 -6.4951389 INPA
5683Cat Cataldo -59.9080556 -3.1630556 CTGA
AF0644 Cayenne -52.257589 4.879124 CNRS
AF0837 Chutes Voltaire -54.0877778 5.0312222 CNRS
5439Fex Fazenda Experimental da UFAM -60.0530556 -2.6493333 CTGA
5423Fex Fazenda Experimental da UFAM -60.0530556 -2.6493333 CTGA
AF1869 Flat de la Waki -53.41185 3.08364 CNRS
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16Ipx

288Ipx
110Ftb
104Ftb
105Ftb
109Ftb
MTR12798
6503Mdr
MTR18943
MTR13888
6550Mnc
6548Mnc
AF2742
MTRI19115
MTR19269
AF0234
84PNNJ
147PNNJ
184Parmat
183Parmat
168PNNJ
51PNNJ
123IgPa
39RDSUat
Auati60
2136Jpr
2141Jpr
2377]pr
186Jat
128]Jat
132Jat
129Jat
23]Jat

6504Mdr
844Pur
886Pur
885Pur
1031Pur

Floresta Estadual Tapaua — Ipixuna

Floresta Estadual Tapaua - Ipixuna

Fonte Boa, rio Solimdes

Fonte Boa, rio Solimdes

Fonte Boa, rio Solimdes

Fonte Boa, rio Solimdes
Igarapé Acu, Rio Abacaxis

Lago Aracu, Novo Aripuana, rio Madeira
Lago Chaviana, Itapuru, rio Purus
Lourengo
Manacapuru
Manacapuru
Mitaraka
Moiobamba, Rio Purus
Moiobamba, Rio Purus
Montagne des singes
Parque Estadual Matupiri
Parque Estadual Matupiri
Parque Estadual Matupiri
Parque Estadual Matupiri
Parque Nacional Nascente do Lago Jari
Parque Nacional Nascente do Lago Jari

RDS Igap6 Acu

Reserva de Desenvolvimento Sustentavel do Uatuma

Reserva Extrativista Auati-Parana,rio Solimoes

rio Japura
rio Japura
rio Japura
rio Jatapu
rio Jatapu
rio Jatapu
rio Jatapu

rio Jatapu

rio Madeira
rio Purus
rio Purus
rio Purus

rio Purus

-63.2906944

-63.2906944
-66.074393
-66.074393
-66.074393
-66.074393

-58.65
-60.3073694
-61.9847222

-51.6109
-60.6826
-60.6826
-54.44928
-62.133008
-62.133008

-52.7166667
-63.153611
-63.153611

-61.0173889

-61.0173889
-63.153611
-63.153611

-61.3998056
-58.856448

-66.26969
-69.047
-69.047

-69.1388611
-58.245783

-58.3750556
-58.245783

-58.3750556
-58.245783

-60.41101
-63.19925
-62.9606111
-62.9606111
-63.217833

-6.3742222

-6.3742222
-2.584065
-2.584065
-2.584065
-2.584065

-4.4416667

-5.2333

-4.4016667
2.3215556

-3.1978056

-3.1978056

2.23577
-4.720112
-4.720112

5.0666667
-5.815278
-5.815278

-4.8333778

-4.8333778
-5.815278
-5.815278

-4.7477222
-2.249315
-1.922898

-1.8496667

-1.8496667

-1.7228056
-2.060967

-2.0712778
-2.060967

-2.0712778
-2.060967

-5.076183
-5.6934722
-4.9850556
-4.9850556

-5.711633

INPA

INPA

k
k
k

k

MZUSP
CTGA
MZUSP
MZUSP
CTGA
CTGA
CNRS
MZUSP
MZUSP
CNRS
INPA
INPA
INPA
INPA
INPA
INPA
INPA
INPA
Mamiraua
CTGA
CTGA
CTGA
CTGA
CTGA
CTGA
CTGA
CTGA

CTGA
CTGA
CTGA
CTGA
CTGA
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838Pur rio Purus -63.217833 -5.711633 CTGA
1034Pur rio Purus -63.217833 -5.711633 CTGA
1032Pur rio Purus -63.217833 -5.711633 CTGA
1033Pur rio Purus -63.217833 -5.711633 CTGA
1092Tap rio Tapajos -55.3091944 -3.2779167 CTGA
1531Trb rio Trombetas -56.7856833 -1.4832 CTGA
1729Trb rio Trombetas -56.7856833 -1.4832 CTGA
1765Trb rio Trombetas -56.351749 -1.409543 CTGA
1463Trb rio Trombetas -56.351749 -1.409543 CTGA
1820Trb rio Trombetas -56.351749 -1.409543 CTGA
1586Trb rio Trombetas -56.351749 -1.409543 CTGA
1728Trb rio Trombetas -56.7856833 -1.4832 CTGA
1621Trb rio Trombetas -56.351749 -1.409543 CTGA
1754Trb rio Trombetas -56.7856833 -1.4832 CTGA
94IgPa Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Igapd Agu -61.3884722 -4.7249444 INPA
59IgPa Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Igapo Acu -61.3884722 -4.7249444 INPA
4128tl Santa Isabel do rio Negro -64.9101694 -0.5875528 CTGA
671Stl Santa Isabel do rio Negro -64.9071222 -0.5923611 CTGA
672Stl Santa Isabel do rio Negro -64.9071222 -0.5923611 CTGA
436Stl Santa Isabel do rio Negro -64.9084722 -0.5886667 CTGA
719Stl Santa Isabel do rio Negro -64.9041389 -0.5991667 CTGA
441Stl Santa Isabel do rio Negro -64.9023694 -0.5950611 CTGA
705StI Santa Isabel do rio Negro -64.9059722 -0.5931528 CTGA
641StI Santa Isabel do rio Negro -64.7855056 -0.4006583 CTGA
652Stl Santa Isabel do rio Negro -64.8054444 -0.3897222 CTGA
437Stl Santa Isabel do rio Negro -64.9116417 -0.5811139 CTGA
463Stl Santa Isabel do rio Negro -64.9071222 -0.5923611 CTGA
248Stl Santa Isabel do rio Negro -58.245783 -2.060967 CTGA
504Stl Santa Isabel do rio Negro -64.9071222 -0.5923611 CTGA
AF1161 Trinité -53.415191 4.608465 CNRS
H2561 Usina Hidrelétrica de Jirau, Abuna -65.35764 -9.59788 MZUSP
619UHIJ Usina Hidrelétrica do Jari -52.56694 -0.57666 INPA
376UHJ Usina Hidrelétrica do Jari -52.53294 -0.56447 INPA

CNRS: Centre National de la recherche scientifique da Guiana Francesa

CTGA: Colecao de Tecidos de Genética Animal da Universidade Federal do Amazonas
MZUSP: Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo

Mamiraua: Acervo Bioldgico do Instituto Mamiraua

INPA: Colecao de Recursos Genéticos do Instituto de Pesquisas de Amazdnia

* Colegao particular, cedido por Marcelo Gordo
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Tabela 2. Lista das variaveis utilizadas nos modelos de nicho ecoldgico

Variavel Categoria Local de Acesso
Bio2 Climatica WorldClim - Global Climate Data (http://www.worldclim.org/bioclim)
Bio3 Climatica WorldClim - Global Climate Data (http://www.worldclim.org/bioclim)
Bio4 Climatica WorldClim - Global Climate Data (http://www.worldclim.org/bioclim)
Bio5 Climatica WorldClim - Global Climate Data (http://www.worldclim.org/bioclim)
Biol3 Climatica WorldClim - Global Climate Data (http://www.worldclim.org/bioclim)
Biol4 Climatica WorldClim - Global Climate Data (http://www.worldclim.org/bioclim)
Biol8 Climatica WorldClim - Global Climate Data (http://www.worldclim.org/bioclim)
Biol9 Climatica WorldClim - Global Climate Data (http://www.worldclim.org/bioclim)
Argila Edafica SoilGrids1km (http://soilgrids1km.isric.org/index.html)
CEC Edafica SoilGrids1km (http://soilgrids1km.isric.org/index.html)
Ph Edafica SoilGrids1km (http://soilgrids]km.isric.org/index.html)
Silte Edafica SoilGrids1km (http://soilgrids1km.isric.org/index.html)
Slope Estrutura da vegetagio WorldGrids (http://www.worldgrids.org/doku.php)
EVI Estrutura da vegetagio WorldGrids (http://www.worldgrids.org/doku.php)
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