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Introdução:
A busca pela compreensão da adaptação em nível molecular ao longo de gradientes ambientais é  
uma das investigações mais fascinantes da evolução (Todd et al., 2016). No entanto, essa busca 
tornou-se  ainda  mais  crucial  nos  dias  de  hoje,  à  medida  que  testemunhamos  modificações 
ambientais  ocorrendo  em  ritmo  acelerado,  ultrapassando  as  mudanças  naturais  decorrentes  de 
processos  geológicos  e  climáticos.  Nesse  contexto,  compreender  os  mecanismos  moleculares 
subjacentes à adaptação é essencial para prever o potencial adaptativo das espécies e desenvolver 
estratégias sofisticadas de conservação (Fraik et al., 2019). Para atingir esse objetivo, é necessário ir 
além da avaliação isolada de variáveis  em condições experimentais  e  investigar diretamente as  
respostas no ambiente natural  (Pavey et  al.,  2012).  Neste sentido,  com informações acerca dos 
padrões de expressão gênica em gradientes ambientais pode fornecer importantes evidências de 
como a variabilidade fenotípica se manifesta em populações naturais (Ho et al., 2020; Bugg et al.,  
2023),  bem como dos  principais  estressores  ambientais  que  provocam tais  as  variações  (Li  & 
Ritchie,  2021).  Enquanto  o  estudo  do  transcriptoma  em  condições  experimentais  tende  a  se 
concentrar em poucas variáveis controladas, a resposta em ambientes naturais revela-se complexa e 
multivariada,  influenciada  pela  interação  de  diversas  variáveis  de  naturezas  distintas 
(disponibilidade de nutrientes, temperatura, preciptação, radiação e etc.) e até mesmo por fatores 
emergentes como os poluentes (Connon et al., 2018).

Os  gradientes  entre  os  biomas  da  Amazônia,  Cerrado  e  Mata  Atlântica  apresentam  um  vasto 
espectro de variações climáticas, bióticas e edáficas que possivelmente afetam a disponibilidade de 
recursos (Scalon et al., 2021; Muniz et al., 2022). Para os vertebrados que residem nessas regiões,  
uma série  de  desafios  podem ser  impostos,  desde  uma alta  amplitude  térmica  diária  em áreas 
savânicas,  até  pressões  seletivas  específicas  de  cada  habitat  adjacente.  A variação imposta  por 
ambientais florestais e abertos podem afetar diretamente o metabolismo energético e padrões de 
resposta  ao  dano  UV (radiação  ultravioleta;  Yang  et  al.,  2015).  Desta  forma,  os  lagartos  são 
excelentes  modelos  ecológico-evolutivos  para  entender  o  impacto  da  variação  ambiental  dos 
ecótonos sob a fauna neotropical.  Esses animais apresentam uma grande diversidade ecológica, 
morfológica e comportamental, ocorrendo desde afloramentos rochosos até ocos de árvores (Skeels 
et al., 2020). Além disso, eles dependem da temperatura ambiental para regular sua temperatura 
interna, o que facilita capturar efeitos do ambiente sobre o organismos, especialmente em ambientes 
com  climas  distintos  como  os  biomas  savânicos  e  florestais.  Em  especial,  para  Tropidurus, 
acumulamos conhecimentos sobre suas biologias térmicas, como seleção de micro-hábitats, bem 
como as variáveis ambientais que melhor explicam sua distribuição (Ortega et al., 2019; Caetano et  
al., 2020). Esses fatores nos permitem avaliar e determinar que o tempo de atividade dos animais é 
um  dos  fatores  que  melhor  prediz  sua  distribuição  e  também  importância  do  conhecimento 
fisiológico na elaboração de modelos de distribuição (Caetano et al.,  2020).  Similarmente, esse 
arcabouço sobre a ecofisiologia dos animais nos permite inferir melhores predições dos padrões de 
variabilidade  fenotípica  nas  análises  de  transcriptomas.  Por  fim,  nos  últimos  anos,  houve  a 
descrição de genomas para diversas espécies de lagartos, os quais, apesar de em sua grande maioria 
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serem  genomas  parciais  e  de  linhagens  distantes,  podem  ser  úteis  na  identificação  de  genes  
envolvidos na adaptação às condições ambientais.

Dentre as diversas espécies de lagartos que habitam o Cerrado e seus ecótonos, Tropidurus itambere 
Rodrigues, 1987 (Squamata: Tropiduridae) é uma das espécies com maior detectabilidade. Essa 
detectabilidade é resultado de sua grande densidade populacional em algumas regiões (Van Sluys,  
2000)  e  por  seu hábito  saxícola  facilitar  que estes  animais  sejam observados sobre  pedras  em 
ambientes naturais.  Dentre as poucas filogenias que incorporam T. itambere, ambas suportam a 
espécie como pertencente ao grupo de espécies T. torquatus (Frost et al.,  2001; Carvalho et al., 
2016). Dentre as espécies deste grupo, T. itambere se distingue pela presença de bolsas de ácaros 
nas  regiões  inguinal  e  na  lateral  do  pescoço,  apesar  que  a  profundidade  das  bolsas  apresenta 
variação individual (Rodrigues, 1987). Todavia, recentemente, com o uso de métodos coalescentes 
de delimitação de espécies, foi demonstrado uma diversidade críptica para T. itambere com cinco 
grupos  distintos  estrutural  e  geograficamente  (Domingos  et  al.,  2017).  Contudo,  apesar  de 
conhecermos  o  padrão  de  diversidade  críptica,  ainda  não  foram  investigados  os  processos 
evolutivos por trás dessa estruturação. Desta maneira, análises transcriptômicas da espécie podem 
também  contribuir  para  a  identificação  de  possíveis  processos  adaptativos.  Dentro  desta 
perspectiva, uma hipótese para explicar a diferenciação entre populações habitando locais diferentes 
são mudanças na capacidade dos organismos em se reconhecerem via sistema sensorial (Loire et al., 
2017).  Desta  forma,  além  de  desconhecermos  os  fatores  que  levaram  à  diferenciação  das 
populações (ou grupos de espécies), o compreender como pressões seletivas distintas podem ter 
atuado  ao  longo  do  Cerrado  e  ecótonos  podem  fornecer  importantes  evidências  da  trajetória 
evolutiva e demográfica de organismos em zonas ecotonais, e do papel dos ecótonos na geração e 
manutenção da biodiversidade.

Nesse  capítulo  pretendemos  identificar  padrões  regionais  e  os  processos  biogeográficos  e 
ecológicos determinantes da variação espacial do processo adaptativo da biota neotropical, usando 
lagartos  como  organismos  modelo.  Com  isso,  esperamos  elucidar  alguns  dos  processos 
responsáveis  pelos  padrões  adaptativos  e  pela  variação  fenotípica  nos  três  maiores  biomas 
brasileiros,  bem  como  nas  regiões  de  transição  entre  eles.  Para  isso,  amostraremos 
comparativamente distintas populações de T. itambere coletadas desde o limite sul  do Cerrado, 
ecótono  com a  Mata  Atlântica,  até  a  região  ecotonal  do  Cerrado  e  Amazônia  (zona  oeste  do 
Cerrado), perfazendo também algumas populações no interior do bioma. Nosso objetivo é avaliar as  
estratégias evolutivas das populações centrais e ecotonais, buscando responder a seguinte pergunta: 
existem convergências evolutivas entre as populações de ambos os ecótonos? Nossa hipótese é que 
as populações mais influenciadas pelos biomas florestais apresentarão convergências de transcritos. 
Além disso, vamos avaliar a variabilidade genética e de transcritos entre as populações centrais e 
ecotonais,  buscando  responder  se  existem  diferenças  na  variabilidade  de  transcritos  entre  as 
populações centrais e periféricas. Neste caso, testaremos a hipótese de que as populações centrais,  
que experimentaram relativa estabilidade climática durante o Quaternário, apresentarão uma maior 
variabilidade de  transcritos  sob seleção e  maior  variabilidade genética.  Adicionalmente,  iremos 
comparar a distribuição dos grupos de genes funcionais em relação aos ambientes heterogêneos e 
homogêneos, como o Cerrado central. Para isso, responderemos à pergunta: "Regiões homogêneas 
apresentam um menor número de grupos de genes funcionais?" Testaremos a hipótese de que em 
paisagens mais homogêneas, a pressão seletiva tende a ser mais conservativa. Por fim, analisaremos 
se existem processos adaptativos responsáveis pela diferenciação das populações de T. itambere. 
Para  isso,  responderemos  à  pergunta:  existem  divergências  no  sistema  sensorial  entre  as 
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populações? Testaremos a hipótese de que as mudanças ambientais ao longo do gradiente afetam a 
comunicação química dos indivíduos, levando a uma variação no transcriptoma da região vômero 
nasal de T. itambere. 

Material e Métodos

Amostragem de populações de Tropiduros itambere

Para  amostrar  diferentes  porções  do  gradiente  ecotonal  do  Cerrado-Mata  Atlântica  e  Cerrado-
Amazônia coletaremos 6 populações de T. itambere, das quais duas serão coletadas na região de 
ecótono do Cerrado-Mata Atlântica,  outras duas no Cerrado central  e  por fim 2 populações na 
região de ecótono Cerrado-Amazônia. As áreas de Cerrado-Mata Atlântica serão o Parque Estadual 
do Cerrado (Jaguaraiva, Paraná) no limite sul do Cerrado e o Parque Nacional do Itatiaia (Bocaina 
de  Minas,  Minas  Gerais),  já  as  regiões  centrais  serão  no  Distrito  Federal  (Brasília)  e  Parque 
Nacional  da Chapada dos Veadeiros (Alto Paraiso,  Goias).  As localidades de ecótono Cerrado-
Amazonia serão em Nova Xavantina (Mato Grosso) e Nova Monte Verde (Mato Grosso) no limite 
norte de distribuição de T. itambere (Ávila & Kawashita-Ribeiro, 2011).

Para garantir uma amostragem representativa da população em cada localidade, planejamos coletar 
pelo menos cinco animais em cada área. A busca ativa com o uso de laços será o método principal 
de coleta, principalmente nas primeiras horas do dia, quando os animais ainda estão em processo de 
termorregulação. Essa abordagem visa maximizar a eficiência da captura dos lagartos. Durante a 
coleta  de  cada  animal,  registraremos  os  seguintes  dados:  temperatura  cloacal,  temperatura  e 
umidade do solo e do ar no local de coleta, comprimento rostro-cloacal (CRC), peso e sexo. Essas  
informações são especialmente importantes para controlar possíveis efeitos confundidores durante 
as  análises  estatísticas  de  expressão  genética.  Essa  abordagem  será  conduzida  conforme  as 
recomendações de boas práticas para análises de transcriptoma da paisagem (Keagy et al., 2023).  
Além disso, concentraremos as coletas no mesmo período do dia, o que ajudará a reduzir os efeitos 
do  ciclo  circadiano  sobre  a  expressão  genética.  Estudos  anteriores  demonstraram  que  o  ciclo 
circadiano pode influenciar a expressão genética em outros organismos (Covington et al., 2008).

Coleta e Análise de dados transcriptômicos

Os  animais  coletados  serão  eutanasiados  imediatamente  em  campo  para  preservar  o  perfil 
transcriptômico do ambiente natural. Para isso utilizaremos xilocaína 10mg/Kg e, em seguida serão 
coletados  o  fígado,  músculo  caudal,  cérebro  e  região  vômero  nasal.  A amostra  de  tecido  será 
transferida para 1ml de RNAlaterTM (®Thermofisher) que desempenha a função de estabilizante 
de RNA, seguindo as especificações do fabricante. Em seguida o RNA será extraído usando o kit  
RNA Rneasy(®Qiagen)  e  será  quantificado  usando  fluorômetro  Qubit  4.0  fluorometer  (®Life 
technologies, Inc). Para verificar a qualidade e tamanhos de fragmentos de RNA utilizaremos o 
Bioanalisador 2100 (®Agilent Technologies).

Para o preparo das bibliotecas de sequenciamento utilizaremos kit ®Illumina TruSeq RNA v2 o 
qual  em  suas  etapas  converte  o  RNA em cDNA e  ao  final  liga  os  adaptadores  Illumina  nos  
fragmentos. As bibliotecas serão quantificadas usando o kit Quant-iTT PicoGreen® dsDNAAssay 
(®Life Technologies) e em seguida a média de tamanho de fragmentos será mensurada usando o 
LabChip GX (PerkinElmer). Após isso normalizaremos as bibliotecas em 2nM e, após desnaturar e 
diluir para 9 pM, iremos conduzir o agrupamento com o cBot então sequenciado na plataforma 
Illumina HiSeq 2000 com 100 pb paired-end.
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As sequências geradas serão demultiplexadas e análise de qualidade de bases usando o algoritmo 
bcl2fastq v.1.8.4 (®Illumina) e convertidas em fastq. Em seguida removeremos os adaptadores e 
contaminantes. Após, anotaremos as sequências usando Trinotate (Hass et al., 2013) e utilizaremos 
o algoritmo BWA (Li & Durbin, 2009) para alinhamento de novo. Faremos a contagem bruta de 
leituras usando o RSEM (Li & Dewey, 2011) que no sentido biológico é a intensidade de expressão 
de cada gene. Utilizaremos o pacote do R adegenet (Jombart & Ahmed, 2011) para coletar métricas 
de variabilidade genética, como heterozigosidade esperada, diversidade nucleotídica e proporção de 
loci polimórficos, as quais serão comparadas com a diversidade de transcritos entre as populações 
utilizando AMOVA (Analysis of molecular variance).

A análise de expressão diferencial será realizada a partir dos pacotes EdgeR (Robinson et al., 2010)  
e Deseq2 (Love et al., 2014) disponíveis na plataforma R (R CRAN, 2010). Isso será importante por 
duas razões: primeiro por permitir uma validação cruzada e, segundo, por ambas as abordagens 
apresentaram diferenças na sensibilidade de genes diferencialmente expressos, aumentando assim 
nossa  capacidade  de  encontrar  genes  relevantes.  Enquanto  o  EdgeR  usa  distribuição  binomial 
negativa para  lidar  com a variabilidade de dados de RNA-seq,  o  Deseq2 usa uma distribuição 
generalizada  binomial  negativa  (GLM)  o  que,  na  prática,  faz  com  que  EdgeR  tenha  maior 
desempenho em detectar genes com baixos níveis de expressão enquanto Deseq2 acomoda melhor o 
tamanho do fenômeno e o desiquilíbrio entre condições ambientais.

Para  entender  o  impacto  das  variáveis  climáticas  e  vegetacionais  na  expressão  de  genes,  
utilizaremos  inicialmente  correlações  simples  entre  os  níveis  de  expressão  com  as  variáveis 
bioclimáticas  do  WorldClim  2  (Fick  &  Hijmans,  2017)  e  índice  de  cobertura  vegetal  usando 
modelos dinâmicos globais de dinâmica da vegetação (Sitch et al., 2008). Utilizaremos as seguintes 
variáveis bioclimáticas: temperatura média anual (BIO01), temperatura máxima do mês mais quente 
(BIO05), temperatura mínima do mês mais frio (BIO06), sazonalidade de temperatura (BIO04), 
precipitação anual (BIO12), precipitação do mês mais frio (BIO13), precipitação do mês mais seco 
(BIO14) e sazonalidade de precipitação (BIO15). Após as correlações, quantificaremos o impacto 
particionado de cada variável sobre a expressão de genes específicos usando modelos de regressão 
linear generalizada (GLM). Em seguida utilizaremos o BLAST (Altschul, 1997) para identificar os 
principais  genes  transcritos  e  também as  via  metabólicas  associadas  usando o  banco de  dados  
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). A partir disso, será possível implementar 
uma abordagem de enriquecimento de vias no qual identificaremos vias metabólicas enriquecidas 
que  sejam  relacionadas  a  condições  climáticas  ou  vegetacionais.  Por  fim,  investigaremos  os 
impactos  das  nossas  variáveis  preditoras  nas  redes  de  cooexpressão  dos  genes,  que  permitirá 
sabermos se a rede de interação é afetada ou sofre modificações ao longo do gradiente ecotonal.  
Para isso construiremos modelos WGCNA (Weighted Gene Co-expression Network Analysis) com 
o pacote do R WGCNA (Langfelder & Horvath, 2008).
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