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RESUMO

A Mata Atlantica € uma das mais importantes florestas tropicais do mundo e,
devido a sua grande riqueza de espécies e altas taxas de endemismo, é
considerada um hotspot mundial para conservacdo. Entretanto, o bioma tem sido
intensamente devastado nos ultimos 500 anos, ficando restrito a pequenos
fragmentos isolados. A fragmentacdo do habitat pode afetar diretamente a
biodiversidade, ja que o tamanho dos fragmentos e a conectividade entre eles
exercem grande influéncia sobre a estrutura das populagées. Embora néo tenha
efeitos previsiveis sobre a variabilidade genética das espécies, a subdivisdo do
habitat favorece a agao da deriva genética e, consequentemente, o acumulo de
divergéncias entre as populagbes locais, caso o fluxo génico entre elas seja
diminuido. Assim, as consequéncias da fragmentacao dependem da habilidade de
migracéo dos individuos entre fragmentos, o que é influenciado pelas propriedades
especificas da matriz, pela distancia entre os fragmentos e pela capacidade de
dispersao de cada espécie. Sendo um grupo bastante variavel quanto aos meios de
dispersao, as aranhas constituem um bom modelo para o estudo da fragmentacgao.
O objetivo deste trabalho foi investigar, por meio de PCR-RFLP do mtDNA, a
variabilidade genética e estrutura populacional da aranha Araneus venatrix dentro e
entre cinco fragmentos de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo, além de inferir os
provaveis processos evolutivos responsaveis pela distribuicdo dos haplétipos na
regidao estudada. Foram observados altos indices de variabilidade, o que pode estar
relacionado ao habito de forrageamento e comportamento social da espécie. A
fragmentagao do habitat parece afetar a diversidade genética, apesar de n&o haver
correlagéo significativa entre tamanho do fragmento e variabilidade, sugerindo que
fatores como grau de conservacdo dos fragmentos e conectividade entre eles
também s&o importantes para a variabilidade genética na espécie. A forte
estruturacado populacional encontrada sugere que a capacidade de dispersdo de A.
venatrix é relativamente limitada a longas disténcias, ao menos entre as fémeas. A
migracado dos individuos também pode ter sido prejudicada pela fragmentagao do
habitat, ja que a matriz urbano-industrial e agricola entre os fragmentos pode ter
aumentado o isolamento de algumas populagdes. As analises filogeograficas nao
apontaram para eventos historicos de fragmentacdo ou expansao demografica

recente entre as populacdes de A. venatrix, sugerindo que a distribuicdo dos
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haplétipos provavelmente se deve a restrigdes ao fluxo génico entre as populagoes,
sendo influenciada posteriormente pelos efeitos da fragmentagdao antropica do
habitat.
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ABSTRACT

Brazilian Atlantic Forest is considered a biodiversity hotspot due to its high
species richness and endemism. However, this biome has been intensively depleted
in the last 500 years, and now the remains are found in more or less isolated patches
of different sizes. Habitat fragmentation may directly affect biodiversity once patch
size and connectivity play important roles in the structure of communities. Though the
genetic effects of habitat subdivision cannot be predicted, it may promote random
genetic drift and interpopulational divergence when gene flow is reduced or absent.
Therefore, the consequences of habitat fragmentation depend on the dispersal ability
of each species, which may be influenced by the properties of the surrounding matrix
and the distance between fragments. Spiders are a very diverse group regarding
dispersal behavior and, hence, represent a suitable model for fragmentation studies.
The aim of this work was to investigate, with analysis of mtDNA PCR-RFLP, intra
and interpopulational genetic variability and structure of the spider Araneus venatrix
in five patches of Brazilian Atlantic Forest. We discuss the likely evolutionary
processes responsible for haplotypes distribution in this region. High levels of genetic
diversity were observed, which may be related to species’ foraging and social
behavior. Habitat fragmentation also seems to affect genetic variance, although no
significant correlation between variability and patch size was found, suggesting that
levels of disturbance and patch connectivity may also be important for the species
genetic diversity. High levels of populational structure reveal limited dispersal ability
in A. venatrix, at least among females. Migration may also be affected by
fragmentation, since the urban and agroecossystem matrix could isolate some of the
patches. Phylogeographic analysis did not indicate fragmentation historic events or
demographic expansion in A. venatrix populations, suggesting that the distribution of
haplotypes is probably due to restricted gene flow and isolation by distance,

influenced by antropogenic habitat fragmentation.
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1.  INTRODUGAO

1.1. A Mata Atlantica

Apesar de cobrirem apenas 7% da superficie terrestre, as florestas tropicais
detém mais de 50% das espécies de todo o planeta (Wilson 1988). A América
Tropical abriga grande parte dos remanescentes dessas florestas, sendo a Mata
Atlantica uma das mais biodiversas (Lanly 1982). A Mata Atlantica € um dos maiores
biomas brasileiros, estendendo-se por quase todos os estados do litoral (do Rio
Grande do Norte ao Rio Grande do Sul) e adentrando o continente nas regides Sul e
Sudeste até a Argentina e o Paraguai (Collins 1990).

A definicdo de Mata Atlantica ainda é bastante discutida, ja que a delimitagcao
de seus dominios pode ser feita por diferentes critérios como floristicos, fisiondmico-
estruturais e ambientais (Morellato & Haddad 2000). Essa grande quantidade de
definicbes possiveis pode gerar dados controversos entre os estudos envolvendo
esse bioma, além de ter consequéncias no estabelecimento de politicas publicas e
estratégias de conservagao (Scudeller 2002). Atualmente tem sido aceita a definigao
de Mata Atlantica como um “grande dominio” que apresenta diversas expressoes
fisiondmicas e floristicas de acordo com a regido em que se encontra e com as
condicdes ambientais a que sao submetidas, como ventos, temperatura, umidade,
etc. (Durigan et al. 2008, Oliveira-Filho & Fontes 2000, Scudeller 2002). Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) existem quatro formacgdes
florestais principais na Mata Atlantica: Florestas Ombrofilas Densas e Mistas (com a
presenca de araucarias) e Florestas Estacionais Semideciduas e Deciduas
(http://www.ibge.gov.br, acesso em 18/09/2009).

Uma das caracteristicas mais marcantes da Mata Atlantica é a sua
impressionante riqueza de espécies. Ja foram descritos cerca de 20.000 espécies de
plantas, mais de 1.400 vertebrados terrestres e milhares de espécies de
invertebrados (Laurance 2009). Além disso, os indices de endemismo observados
sdo extremamente altos: cerca de 50% de todas as espécies sao endémicas,
chegando a 95% em alguns grupos. O bioma foi reconhecido pela UNESCO como
Reserva da Biosfera, a primeira a ser criada no Brasil e a maior do planeta em area
florestal (UNESCO 1994).
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Apesar de sua importancia mundial, a Mata Atlantica tem sido intensamente
devastada nos ultimos 500 anos (Dean 1995). Segundo a Fundagdo SOS Mata
Atlantica, estima-se que até a chegada dos europeus no Brasil o bioma era
representado por uma area de 1.300.000 km?, o equivalente a cerca de 15% do
territorio brasileiro; entretanto essa area sofreu uma grande devastagao ao longo do
processo de colonizagdo, restringindo-se atualmente a apenas 12% de sua
cobertura original (Ribeiro et al. 2009). Atividades como extrativismo, agricultura,
pecuaria, desenvolvimento urbano e industrial foram alguns dos processos
responsaveis pela destruicdo de grande parte das florestas, degradacdo que
continua até os dias de hoje, apesar da implementacdo de diversas unidades de
conservagao nessas areas (Tabarelli et al. 2005). Existem atualmente cerca de 120
milhdes de brasileiros vivendo em mais de 3.000 cidades nas regides originalmente
cobertas por Mata Atlantica, fazendo com que o bioma fique restrito a pequenos
fragmentos florestais isolados e alterando a dinédmica populacional de varias
espécies (Viana 1997) (Figura 1). Essa intensa pressao antropica, juntamente com a
grande biodiversidade e altas taxas de endemismo, faz com que o bioma seja
considerado um dos principais hotspots mundiais para conservagao (Brooks et al.
2006, Brown & Brown 1992, Myers et al. 2000).

€
- f == Mata
f/ 3/ m= Restinga
{.;f\ Mangue
250 0 Areas Urbanas
S Lei 11.428/06 da Mata Atlantica

Figura 1. Atlas dos refnanescentes florestais de Mata Atlantica (Fonte:
INPE/Fundagao SOS Mata Atlantica).
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O Estado de Sao Paulo possuia originalmente cerca de 81,8% de seu
territério (20.450.000 ha) coberto por Mata Atlantica (Victor 1975). Conforme o
Inventario Florestal do Estado, apenas no periodo de 1962 a 1990-92, a perda de
vegetacao foi de 57,13%. Atualmente as florestas remanescentes equivalem a 5%
da area do Estado e representam aproximadamente 18% do que ainda resta do
bioma no Brasil, concentrando-se principalmente ao longo do litoral e das encostas
da Serra do Mar (CONSEMA 1985). Segundo Rodrigues et al. (2008), Sdo Paulo é o
Estado com o maior numero de espécies nativas da Mata Atlantica ameacadas no
Brasil (214 ou 11% do total), o que torna a situagao ainda mais preocupante.

A regidao que compreende o municipio de Campinas e cidades adjacentes é
atualmente uma das mais densamente povoadas de Sao Paulo e, assim como
ocorreu na maior parte do Estado, sofreu uma drastica redugdo em sua vegetagao
original. Embora nao existam registros precisos sobre o inicio da destruicido da Mata
Atlantica nessa regido, Mattos (1996) sugere que a penetragdo humana tenha se
iniciado no século XVIII, sendo sempre predatéria. A urbanizacao, a cultura de cana-
de-agucar e as plantagdes de café sao alguns dos processos que mais contribuiram
para o desaparecimento das florestas primarias (Santin 1999).

A area de Mata Atlantica mais bem conservada da regido de Campinas
encontra-se na Serra do Japi, situada entre Jundiai, Cabreuva e Cajamar (Figura 2).
Em 1994, foi reconhecida como integrante da Reserva da Biosfera da Mata
Atlantica, tendo se tornado uma unidade de conservacdo de importancia mundial
(UNESCO 1994). A Serra do Japi é composta por aproximadamente 20.000 ha de
vegetacdo heterogénea, sendo uma das ultimas areas de floresta continuas do
bioma no Estado (Morellato 1992). Entretanto, a area protegida pela Reserva
abrange pouco mais de 2.000 ha, dos quais estima-se que apenas 25% sejam de
propriedade publica, o que dificulta a preservacdo dessa area (Fonte: Plano de
Manejo da Reserva Bioldgica Municipal da Serra do Japi, Jundiai, SP. Disponivel em
http://www.jundiai.sp.gov.br/PMJSITE/biblio.nsf/V03.01/smpm_serra/$file/ManejoReb
io.pdf, acesso em 15/10/2009).
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Jundiai

Cabreuva

——
01 2 3 dkm

Cajamar

Figura 2. Localizacado da Serra do Japi no municipio de Jundiai (regiao hachurada).
1 = Reserva Biologica Municipal da Serra do Japi; 2 = limite da area
Tombada (adaptado de Leite 2000).

Com excegao da Serra do Japi, toda a regido € composta por poucos e
pequenos fragmentos florestais isolados. Segundo Santin (1999), os remanescentes
de Mata Atlantica em Campinas representam somente 2,42% da area municipal e
encontram-se distribuidos em cerca de 197 fragmentos, sendo o maior deles a
Reserva Municipal da Mata de Santa Genebra, com 251,77 ha (Figura 3-A). Além de
ser uma das maiores florestas urbanas do Brasil, a Mata de Santa Genebra é uma
area relativamente bem protegida e um dos fragmentos mais bem estudados do
sudeste brasileiro, uma vez que varios estudos cientificos ja vinham se
desenvolvendo nessa area mesmo antes de sua conversao em Reserva Municipal
(Gandolfi 2000).

Entretanto, os demais fragmentos florestais de Campinas sao geralmente
bem menores que a Mata de Santa Genebra e a maioria situa-se na Area de
Protecao Ambiental (APA) de Sousas e Joaquim Egidio (Figura 3-B). A APA
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corresponde a aproximadamente 28% do municipio e, através de fotografias aéreas,
foi observado que a maioria dos fragmentos mantém sua forma e tamanho atuais ha

pelo menos cinquenta anos (Santos 2003).

Figura 3. Mapa dos remanescentes florestais de Mata Atlantica do municipio de
Campinas (adaptado de Santin 1999). A: Reserva Municipal Mata de
Santa Genebra. B: Area de Protecdo Ambiental (APA) de Sousas e
Joaquim Egidio.

A fragmentagao do habitat € um importante fator a ser considerado no estudo
da biodiversidade das espécies. Tendo em vista que a Mata Atlantica € um dos
biomas brasileiros com maior redugcao de sua cobertura original nos ultimos séculos,
torna-se imprescindivel a analise do impacto da fragmentacao antropica sobre as
populagdes dos diversos grupos ali presentes, bem como das consequéncias dessa

subdivisdo a curto e longo prazo.
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1.2. Fragmentagcao do habitat

1.2.1. Aspectos gerais da fragmentagao

A fragmentagao do habitat é geralmente definida como o processo pelo qual
‘uma grande extensdo de habitat € transformada em um numero de manchas
menores isoladas umas das outras por uma matriz de habitats diferente do original”
(Wilcove et al. 1986). Embora grande parte dos ambientes fragmentados seja
consequéncia de atividade antrépica (ou seja, ambientes que foram modificados por
acdo humana), habitats naturalmente fragmentados também sdo amplamente
encontrados por todo o planeta, (Watson 2002, Ewers & Didham 2005).

Os estudos sobre fragmentacdo de habitat tém suas raizes na teoria de
biogeografia de ilhas proposta por MacArthur & Wilson (1967) e geralmente recorre
a este modelo para explicar os padroes de distribuicdo observados, tratando os
fragmentos como “ilhas em um mar de habitats modificados pelo homem” (Wilson &
Willis 1975). Entretanto, os resultados conflitantes encontrados na literatura tém
mostrado que estes dois sistemas sdo fundamentalmente distintos, a comegar por
sua origem: fragmentos sdo remanescentes de um habitat previamente continuo
isolados pela imposicdo de uma matriz contrastante, enquanto ilhas sdo definidas
como manchas disjuntas que nunca tiveram contato entre si e desenvolveram sua
biota exclusivamente a partir dos organismos colonizadores (Watson 2002). Além
disso, os dois sistemas sao afetados por processos diferentes e nem sempre estéao
sujeitos as mesmas pressdes ambientais, tendo em vista que a natureza da matriz
em torno dos fragmentos pode influenciar fortemente a conectividade entre eles
(Laurance 2008, Prugh et al. 2008). Porém, segundo Watson (2002), é possivel
comparar os dados encontrados em ambos os tipos de estudos desde que haja uma
classificacdo correta para os padroes observados, de acordo com 0s processos que
afetam cada ambiente e as populagdes a ele associadas.

A fragmentacédo do habitat tem diversas consequéncias, entre elas a redugao
da quantidade de habitat, o0 aumento no numero de manchas, a diminuicdo do
tamanho dessas manchas e o aumento do isolamento entre os fragmentos (Fahrig
2003). A perda do habitat tem em geral um forte efeito negativo na biodiversidade
local e € reconhecidamente uma das maiores causas de extincdo de espécies

(Fahrig 2003, Tilman et al. 1994, Turner 1996). A diminuicdo na area total de um
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habitat causa um decréscimo no tamanho dos fragmentos e aumenta o isolamento
entre eles (Andrén 1994), com uma consequiente redugdo no tamanho das
populacdes residentes e nas taxas de migracdo e colonizagdo, o que aumenta do
risco de extingdes locais (Bender et al. 1998, Bowers & Matter 1997, Crooks et al.
2001, Hames et al. 2001, Hanski 1998, Lande 1993, Schoereder et al. 2004). Os
efeitos negativos da perda de habitat ndo atuam somente sobre estimativas diretas
de biodiversidade como riqueza de espécies, abundancia, distribuicdo das
populagdes e diversidade genética, mas também podem alterar a taxa de
crescimento populacional, sucesso reprodutivo, capacidade de dispersdo e muitos
outros aspectos comportamentais (Fahrig 2003).

Todavia, deve-se considerar que a fragmentagdo n&o provoca apenas a
redugdo da area ocupada pelo habitat: sdo gerados pequenos fragmentos isolados
que alteram as propriedades do habitat e a dindmica das populagdes (Van den Berg
et al. 2001), que podem manter-se organizadas em metapopulagdes (Driscoll 2007,
Hanski 1998). Dessa forma, muitos estudos definem a fragmentagdo ndo somente
como diminui¢cdo do habitat, mas como uma mudanca na configuragdo do ambiente
que permite investigar outros aspectos do processo (Ewers & Didham 2005). Essas
alteracdes, ao contrario da fragmentagao que considera apenas a perda de habitat,
podem ter efeitos positivos, negativos ou neutros nas populagdes, apesar de serem
geralmente menos evidentes que aqueles causados pela redugédo do habitat (Fahrig
2003, Yaacobi et al. 2007).

Recentemente, os avangos em disciplinas como genética da conservagao e
ecologia molecular tém colaborado para a investigagdo de eventos ligados a
fragmentagdo do habitat. Os estudos nestas areas se utilizam de polimorfismos
genéticos em populagdes naturais como base para a compreensdo de fendmenos
evolutivos, demograficos ou ecoldgicos, 0s quais sao considerados para a
conservagao destes grupos. A analise destes polimorfismos pode ser realizada
através de marcadores moleculares, que constituem atualmente uma importante
ferramenta em estudos envolvendo conservagao de espécies, filogeografia, genética
populacional e fragmentacdo do habitat. Embora a fragmentagcdo nao produza
efeitos previsiveis nos padrbes de diversidade genética, a subdivisdo do habitat
possibilita a estruturacdo genética das populagdes locais (Gibbs 2001), propiciando

a acao da deriva genética e o acumulo divergéncias genéticas entre as populagdes
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locais caso o fluxo génico entre elas seja substancialmente diminuido (Lande 1988,
Whitlock & Barton 1997).

1.2.2. Marcadores moleculares no estudo da fragmentacao

Até a década de 60, os estudos populacionais empregavam dados
morfoldgicos, fisioldgicos, comportamentais ou outros caracteres fenotipicos como
medida de variabilidade. Porém, a partir do surgimento da técnica de eletroforese de
isozimas e, posteriormente, com o advento amplificacdo de seqliéncias de DNA
através da PCR (Polymerase Chain Reaction), varias metodologias foram
desenvolvidas e as anadlises de variacoes tanto ao nivel de proteinas quanto ao de
DNA tém sido amplamente utilizadas (Avise 2004). Essas andlises podem fornecer
informacdes importantes sobre a composicdo das populagdes, como variabilidade
genética e grau de parentesco entre individuos, e sobre a estrutura genética dessas
populagdes, representada pelo grau de diferenciacdo genética entre elas. Dessa
forma, os marcadores moleculares constituem uma importante ferramenta em
estudos populacionais e tém contribuido para o fortalecimento de disciplinas como
ecologia molecular, genética da conservacdo, filogeografia, entre outros (Avise
2004).

Além da metodologia aplicada, a escolha da regido gendbmica tambéem é
importante nas andlises moleculares. O DNA mitocondrial (mtDNA), por exemplo,
tem sido frequentemente utilizado em estudos de genética de populagdes animais
devido a caracteristicas peculiares como: a circularidade (com poucas excegdes), 0
fato de ser facilmente isolado e manipulado e a estrutura genética simples (sem
DNA repetitivo, elementos de transposi¢ao, pseudogenes ou introns). Além disso, a
auséncia de mecanismos de reparo eficientes permite uma rapida evolugao das
sequéncias de miDNA, o que as torna viaveis para analises de estrutura
populacional (Brown et al. 1979). Por fim, a heranga materna, a natureza nao-
recombinante e os altos niveis de polimorfismo fazem do mtDNA uma molécula
extremamente Util no estudo de processos como fluxo génico, efeito do fundador,
gargalos genéticos e, mais recentemente, inferéncias filogeograficas (Avise 2004).

Atualmente, o seqlenciamento do DNA tem sido a metodologia mais
amplamente empregada na analise da variagdo do mtDNA e/ou regides nucleares

em estudos populacionais. No entanto, o método de RFLP (Restriction Fragment
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Lenght Polimorfism) representa uma alternativa consideravelmente mais barata e
permite analisar rapidamente a variacdo genética de um grande numero de
individuos. Esta técnica envolve a clivagem do DNA com endonucleases de
restricdo, separando os fragmentos resultantes de acordo com seu peso molecular
através de eletroforese. A analise de RFLP é bastante adequada aos estudos de
estrutura populacional intraespecifica, ja que permite uma rapida avaliagdo de um
grande numero de individuos (Bermingham et al. 1996, Caterino et al. 2000).

A partir da metodologia de RFLP, desenvolveu-se posteriormente a analise
conhecida como PCR-RFLP, no qual determinadas regides amplificadas do DNA
séo digeridas com endonucleases de restricdo, de modo semelhante ao realizado na
analise de RFLP (Saperstein & Nickerson 1991). O método de PCR-RFLP oferece
diversas vantagens em relacdo ao RFLP tradicional, como a menor quantidade de
DNA requerido, a extensao pré-definida dos fragmentos que serao digeridos pelas
endonucleases e auséncia de etapas que envolvem isétopos radioativos, além de
ser uma técnica muito mais rapida e pratica (Avise 2004).

Embora a aplicacdo de marcadores moleculares no estudo da biodiversidade
tenha se iniciado ha mais de quatro décadas, alguns estudos na area de genética de
populagcdes ainda sdo bastante controversos. A variabilidade genética, por exemplo,
pode ser favorecida, prejudicada ou n&o ser afetada pela fragmentagao, assim como
a diferenciagcao entre populagdes que pode ser ou nao influenciada (Krauss et al.
2004, Ramirez & Haakonsen 1999, Schmitt & Seitz 2002, Van Dongen et al. 1998,
Wood & Pullin 2002). Esses resultados conflitantes podem ser explicados pelas
diferengcas na habilidade do organismo para se mover entre as porgbes de
vegetacao original, o que é influenciado pelas propriedades especificas da matriz,
pela distancia entre os fragmentos e pela capacidade de dispersdo da espécie
(Fahrig 2003, Ramirez & Haakonsen 1999). Assim, é imprescindivel que organismos
com diferentes capacidades de dispersdo sejam estudados em um mesmo habitat,
possibilitando uma comparag¢éo entre os resultados e um maior entendimento sobre

os efeitos da fragmentagao do habitat sobre a variabilidade genética das espécies.

1.2.3. Modelos de estudo

Na Mata Atlantica, a maioria dos trabalhos sobre fragmentacao utiliza plantas

ou vertebrados terrestres como objetos de estudo (Kremen et al. 1993, Turner 1996,
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Lewinsohn et al. 2005). Entretanto, os invertebrados (principalmente artrépodes)
representam a maior parte da biodiversidade tropical e sdo considerados melhores
bioindicadores do que os vertebrados devido a sua sensibilidade a mudancas no
habitat, rapida resposta a disturbios e facilidade de amostragem, entre outras
vantagens (Kremen et al. 1993, Uehara-Prado et al. 2009). Apesar da crescente
conscientizacdo da importdncia de se incluir artropodes em programas de
monitoramento e estratégias de conservagdo, poucos estudos avaliam
explicitamente a resposta desses organismos as perturbagdes do habitat em
florestas tropicais (Bragagnolo et al. 2007, Kitching et al. 2000, Kremen 1992), o que
ocorre tanto por dificuldades taxonédmicas como pela maior preocupagéo popular
com a conservagéo de vertebrados (Kitching et al. 2000).

Os artropodes compreendem mais de 80% de todas as espécies da Terra
(Toti et al. 2000) e € um grupo particularmente interessante no estudo dos efeitos da
fragmentagao, ja que apresentam uma grande variedade de meios de dispersao.
Artrépodes que voam, por exemplo, possuem maior capacidade de disperséao,
podendo atravessar longas distancias e favorecendo a ocorréncia de fluxo génico
entre as populagdes separadas (Kronforst & Flemming 2001), enquanto para
espécies que nao possuem essa capacidade a matriz entre os fragmentos pode
constituir uma barreira significante. As aranhas (Ordem Araneae) constituem um
bom modelo de estudo, ja que espécies de um mesmo grupo podem possuir modos
de dispersao bastante diferentes (Colgan et al. 2002, Marshal et al. 2006, Ramirez &
Fandino 1996, Ramirez & Haakonsen 1999).

1.3. As aranhas

1.3.1. A Ordem Araneae

As aranhas (Arachnida: Araneae) compreendem uma porgao bastante
significativa de todos os artropodes terrestres e sdo amplamente distribuidas por
todo o planeta, exceto na Antartida (Platnick 1995). A ordem Araneae divide-se em
trés subordens: as Mesothelae, caracterizadas por possuirem caracteres primitivos e
por serem exclusivas da regido asiatica; as Mygalomorphae (migalomorfas),

popularmente conhecidas como caranguejeiras ou aranhas-peludas, que possuem
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como caracteristica principal as queliceras dispostas paralelamente e somente
quatro fiandeiras; e as Araneomorphae (araneomorfas ou aranhas-verdadeiras), que
representam cerca de 90% das aranhas conhecidas e caracterizam-se por
apresentar as queliceras verticais, opondo-se uma em relacdo a outra, com
normalmente seis fiandeiras (Foelix 1996).

Araneae é considerada uma das maiores ordens de artropodes, com as
41.253 espécies descritas distribuidas em 109 familias, sendo Salticidae,
Linyphiidae e Araneidae as mais abundantes (Platnick 2010). Baseando-se no ritmo
de descoberta de novas espécies durante a segunda metade do século XX, estima-
se que existam entre 60.000 e 170.000 espécies de aranhas no mundo (Coddington
& Levi 1991, Platnick 1999). No entanto, o conhecimento taxonédmico de aranhas
nao é distribuido uniformemente por todo o planeta e, por motivos histéricos, as
regides tropicais e temperadas austrais sdo menos estudadas, apesar da maior
diversidade de aranhas (Platnick 1991). Na regido neotropical estima-se que apenas
50% da araneofauna seja conhecida, enquanto no Japao, Canada, Estados Unidos
e paises do oeste europeu, por exemplo, sdo conhecidas mais de 80% das
espécies (Platnick 1999). A alta diversidade do grupo, pouca tradicdo em pesquisa
cientifica e escassez de recursos nessa regiao estdo entre os principais fatores que
fazem com que a araneofauna neotropical permaneca pouco estudada,
principalmente na América do Sul.

No Brasil, poucos inventarios de araneofauna foram realizados até o
presente, sendo as regides fitogeograficas melhor amostradas a Floresta Amazodnica
(Adis et al. 2002, Azevedo 2002, Borges & Brescovit 1996, Hofer 1990, Ricetti &
Bonaldo 2008) e a Mata Atlantica (Brescovit 1999, Brescovit et al. 2004, Indicatti et
al. 2005). Apesar disto, estima-se que sejam conhecidas apenas 30% das aranhas
brasileiras, sendo as regides sul e sudeste as melhor representadas em colegdes
cientificas (Brescovit 1999). No Estado de S&o Paulo, até o ano de 1999 haviam sido
descritas cerca de 700 espécies, com um numero real estimado entre 1.000 a 1.200
espécies (Brescovit 1999). Entretanto, segundo dados atuais do Programa
BIOTA/FAPESP, o numero de espécies conhecidas no Estado ja aumentou muito
nos ultimos 10 anos, chegando a mais de 2.400 espécies (Disponivel em:
http://sinbiota.cria.org.br/, acesso em 20/11/2009).
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1.3.2. Influéncia do habitat sobre a diversidade de aranhas

A distribuicdo das aranhas em uma regido esta fortemente ligada a
sensibilidade de cada espécie a fatores abidticos intrinsecos do ambiente, como
temperatura, umidade, vento e intensidade luminosa, ficando algumas aranhas
restritas a habitats com menor variacdo de condi¢cbes climaticas (Foelix 1996).
Dentro das faixas de tolerancia as condigdes fisicas, a distribuicdo espacial também
€ influenciada por varios fatores bidticos, como suprimento de presas, abundancia
de competidores, predadores ou parasitas e, principalmente, pela vegetagao
caracteristica de cada habitat (Souza 2007).

O tipo de vegetagao do habitat pode influenciar a distribuicdo de aranhas de
diversas maneiras. A arquitetura das plantas, por exemplo, pode ter um efeito direto
através de variagcbes na oferta de substratos para construcdo de teias, abrigos
contra predadores ou condi¢gdes climaticas adversas e locais de forrageamento,
encontro de parceiros sexuais, acasalamento e oviposicdo (Souza 2007). Além
disso, a estrutura dos ramos também pode afetar a diversidade e abundancia das
presas, o que influencia indiretamente a distribuicdo de espécies de aranhas
(Gunnarsson 1990). Uma relagao positiva entre complexidade estrutural de plantas e
abundancia de aranhas ja foi observada em diversos trabalhos, ressaltando a
importancia da composicao da vegetagao para diversas espécies (Gunnarsson
1988, Romero et al. 2008, Souza & Martins 2005).

Tendo em vista a grande influéncia do habitat sobre a distribuicdo das
espécies, € de suma importancia para algumas aranhas possuirem mecanismos que
as permitam colonizar novos ambientes quando necessario. Quando as condi¢des
locais se tornam desfavoraveis, as aranhas podem migrar para outras areas através
de diversos mecanismos, que varia desde o movimento cursorial (“caminhando” pela
vegetacdo) até a disperséo por balonismo (Souza 2007). O balonismo € um tipo de
dispersdo no qual as aranhas tecem pequenos emaranhados de seda com o
abdome voltado para cima e se langcam nas correntes de ar, podendo
ocasionalmente alcangar centenas ou até mesmo milhares de quildmetros de
distancia (Decae 1987). Mesmo alcangando locais desfavoraveis na maioria das
vezes, este modo de dispersdo é rapido e garante a expansao da distribuicdo das
aranhas através da colonizacdo de novas areas e, consequentemente, a

manutencao das populagdes (Samu et al. 1999).
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Muitos trabalhos ressaltam a dificuldade em se obter uma medida direta da
capacidade de dispersédo dos individuos. A ocorréncia de balonismo, por exemplo,
s6 foi documentada para poucas aranhas, embora existam indicios de que muitas
outras espécies possam se dispersar com auxilio de correntes de vento, ao menos
quando jovens (Schneider et al. 2001). Entretanto, é possivel obter estimativas
indiretas da taxa de migracdo entre populacdes ou regides através da analise
genética dos individuos, como tem sido feito recentemente para varias aranhas
(Bidegaray-Batista et al. 2007, Bonte 2009, Colgan et al. 2002, Johannesen et al.
2005a, Lubin et al. 2009, Ramirez & Fandino 1996, Ramirez e Haakonsen 1999,
Smith et al. 2009, Vandergast et al. 2004). A partir da estruturacdo observada nas
populagdes pode-se estimar o fluxo génico entre as populagdes e, desse modo,
inferir a capacidade de dispersdao dos organismos. Estes estudos moleculares
podem contribuir para o conhecimento de aspectos comportamentais e da dinadmica

populacional de diversas espécies de aranhas.

1.3.3. Aranhas na Mata Atlantica

Os primeiros trabalhos sobre diversidade de aranhas brasileiras na Mata
Atlantica foram realizados na regido da Serra do Mar e em ilhas (Brescovit et al.
2004, Bucherl 1949, Fowler & Venticinque 1995, Luederwaldt 1929, Mello-Leitdo
1923), mas estudos em outras areas desse bioma também foram feitos
recentemente (Benati et al. 2005, Indicatti et al. 2005, Santos 1999, Sordi 1996).
Alguns trabalhos relacionados as comunidades de aranhas da Mata Atlantica
referem-se apenas as espécies orbitelas (aranhas construtoras de teias orbiculares
ou geométricas), ja que estas representam grande parte da araneofauna do bioma
(Nogueira et al. 2006). Além disso, o estudo de uma ou algumas familias ou guildas
ao invés de toda a araneofauna pode aumentar o valor informativo dos dados, ja que
uma determinada guilda costuma ter uma relagcdo mais especifica com o ambiente
(Churchill 1997, New 1999). Assim, aranhas errantes de solo poderiam estar
relacionadas a qualidade da serapilheira e a abundancia de presas nesse estrato,
enquanto a diversidade das construtoras de teia seria influenciada pelo tipo de
vegetacao arborea e arbustiva (Nogueira et al. 2006).

O conceito de guilda foi inicialmente definido por Root (1967) como um grupo

de espécies que exploram o mesmo recurso de maneira similar. Entretanto, as
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classificagcbes das guildas variam muito entre os estudos, principalmente com
relacdo ao numero de niveis hierarquicos ou ao grau de refinamento empregado. De
acordo com Hofer e Brescovit (2001), as aranhas podem ser divididas em dois
grandes grupos: construtoras de teia ou errantes. Porém, as aranhas de cada grupo
podem ainda ser subdivididas em varias outras categorias, como aranhas aéreas ou
de chéo, diurnas ou noturnas, etc., o que resulta em 12 diferentes guildas. A guilda
das orbitelas é composta por aranhas aéreas que constroem suas teias em formato
orbicular e geralmente possuem habitos noturnos, ao menos em ambientes tropicais
(Rypstra 1986, Coddington et al. 1996). Familias como Araneidae, Tetragnathidae,
Theridiosomatidae e Uloboridae sao algumas das principais representantes dessa
guilda (Hoéfer & Brescovit 2001).

A familia Araneidae € uma das mais abundantes entre as orbitelas em regides
tropicais (Santos 1999), sendo composta, em sua maioria, por espécies mais
conspicuas e de maior porte em relacdo a araneofauna em geral (Moreira 2006).
Contudo, o grande numero de araneideos em comparagao aos representantes de
outras familias pode ser devido ao fato dessas aranhas serem de facil coleta e

construirem teias bem visiveis, que atraem a atencao de coletores (Moreira 2006).

1.3.4. O género Araneus e A. venatrix

Dentre os araneideos presentes na Mata Atlantica, o género Araneus (Clerck
1757) destaca-se como um dos mais abundantes em diversos inventarios no bioma.
Em um inventario no Parque Nacional da Tijuca (RJ), Moreira (2006) observou que o
género Araneus foi o segundo mais diverso do estudo, representando cerca de 82%
das espécies registradas para o municipio. Além disso, foi observada uma grande
diversidade morfoldégica e comportamental entre as espécies: algumas constroem
grandes teias ao longo de trilhas abertas, como A. workmani (Keyserling 1884),
enquanto outras apresentam pequeno porte e constroem suas teias paralelamente
aos troncos das arvores, como A. Iguagu (Levi 1991). Ha ainda outras como A.
unanimus (Keyserling 1879) e A. vincibilis (Keyserling 1893), que formam suas teias
apenas durante a noite, sobre arbustos e arvoretas em areas abertas nas margens
da floresta ou em campos artificiais.

Mais de 600 espécies desse género ja foram descritas no mundo todo, exceto

na Australia e na Nova Zelandia (Levi 1991, Platnick 2009). No continente
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americano, a regido neartica apresenta a maior abundancia de espécies, seguida
pelo leste brasileiro e pela regido dos Andes (Levi 1991) (Figura 4). Entretanto,
apesar de sua grande diversidade, existem poucas revisbes taxondmicas
relacionadas a este grupo. Segundo Levi (1991), uma revisdao completa do género é
algo extremamente complicado devido a grande similaridade das caracteristicas
morfologicas entre algumas espécies, principalmente em regidées neotropicais, o que
geralmente resulta em classificagbes errbneas. A maioria das espécies de Araneus
dessas regides nao pode ser diferenciada por tamanho, coloragdo ou formato do
corpo, sendo Araneus venatrix (Koch 1838) uma das raras excegdes devido a seu
padrao de coloragcdo do abdome bastante distinto (Levi 1991).

Figura 4. Numero aproximado de espécies de Araneus em diferentes regides do
continente americano (adaptado de Levi 1991).

A. venatrix (Figuras 5 e 6) € uma das espécies de Araneus mais comumente
encontradas na Mata Atlantica. Sua area de distribuicdo abrange praticamente toda
a Ameérica do Sul, desde Trinidad e Tobago, Panama e Coldbmbia até Paraguai e sul
do Brasil (Bonaldo et al. 2007, Chickering 1936, Gilede-Moncayo & Bello-Silva 2000,
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Levi 1991, Platnick 2009). No Brasil sua ocorréncia foi documentada principalmente
em regides amazébnicas e ao leste do pais (Figura 7). No Estado de S&o Paulo,
apesar da escassez de inventarios de araneofauna, a espécie ja foi observada em
diversos fragmentos e representam grande parte de todas as espécies do género

encontradas no Estado (Figura 8).

Figura 5. A. venatrix (Koch 1838). Foto: Paulo Robson de Souza (retirada de
Pagotto & Souza 2006).

P A 3 -k
Figura 6. A. venatrix. A: foto de uma fémea adulta. B: principais caracteristicas
morfolégicas da espécie (a-d = fémea; a, f = epigineo, ventral; b, g =
epigineo, posterior; c¢ = dorsal; d = abdome, ventral; e, h = palpos do
macho; adaptado de Levi 1991).
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Figura 7. Distribuicdo geografica da espécie A. venatrix (adaptado de Levi 1991).

o Araheus
® A. venatrix

——
0 33 66 99 132 km

Figura 8. Localidades no Estado de Sao Paulo onde foram observadas espécies do
género Araneus (circulos abertos) e da espécie A. venatrix,
especificamente (circulos sélidos). (Fonte: Centro de Referéncia em
Informagdo Ambiental — CRIA — Programa Biota/Fapesp)
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As aranhas dessa espécie apresentam dimorfismo sexual quanto ao tamanho
corporal, com as fémeas variando em média de 8,0 a 16,7 mm e os machos de 6,1 a
8,1 mm (Levi 1991). Os individuos possuem habitos noturnos e passam a maior
parte do tempo em estruturas foliares préximas a sua teia, saindo apenas para se
alimentar (Figura 9). As fémeas tecem grandes teias e permanecem proximas a
estas durante a maior parte da vida, enquanto os machos geralmente constroem
teias menores e as abandonam, quando partem em busca de fémeas para

acasalamento. As aranhas sdo encontradas geralmente em ambientes muito umidos

e frescos, com suas teias préximas a cursos d’agua (Levi 1991).

A\

Figura 9. Fémea de Araneus venatrix e sua teia. A: seta apontando para a
localizacdo da aranha e teia representada pela letra ‘t". B: localizagdo da
aranha na folha (Fotos: Elen Peres).

Entretanto, ainda sdo poucos os trabalhos que tratam da distribuicdo, ecologia
e comportamento das aranhas do género Araneus. No Brasil, até onde sabemos,
consta na literatura apenas um estudo ecolégico diretamente envolvido com uma
espécie desse género (Gonzaga & Sobczak 2006), o que faz com que a importancia
e predominancia do grupo em diversas regides sejam subestimadas. Estudos
genéticos sdo ainda mais escassos, assim como para a maioria das aranhas
brasileiras. Dessa forma, analises genéticas das espécies desse grupo, juntamente
com estudos taxonémicos e ecoldgicos, sao extremamente importantes para
esclarecer a atual situacido dessas comunidades de aranhas, bem como suas

relagbes com os demais organismos dos ecossistemas.

18



2.

OBJETIVOS

Os objetivos especificos do trabalho foram:

Investigar, através de PCR-RFLP do DNA mitocondrial, a variabilidade
e estruturacdo genética de A. venatrix entre e dentro de cinco

fragmentos de Mata Atlantica;

Relacionar os padrdes de variabilidade e estrutura populacional
observados a caracteristicas ambientais de cada fragmento, bem como

a biologia e comportamento da espécie;

Inferir os processos evolutivos responsaveis pela distribuicao atual dos

haplétipos na regido estudada.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Espécie estudada e coleta dos individuos

A espécie A.venatrix foi escolhida para o estudo por ser uma aranha bastante
conspicua e abundante nos fragmentos, além de ser de facil coleta e identificagao.
Além disso, os individuos apresentam somente uma geragao por ano e, uma vez
que nao ha sobreposicdo de geragdes, os efeitos de diversos processos evolutivos
sobre as populagdes podem ser mais facilmente investigados.

As coletas foram realizadas de margo de 2007 a margo de 2009 (Quadro 1) e
concentraram-se entre os meses de janeiro e maio, ja que estes sao meses
tipicamente chuvosos (59 a 243,3 mm/més) e ha uma abundancia consideravel de
aranhas. Todos os individuos foram coletados manualmente e levados vivos para o
laboratério e, apds a identificagcdo, as aranhas coletadas tiveram seu DNA extraido

imediatamente ou ficaram armazenadas em nitrogénio liquido até sua utilizagao.

3.2. Areade estudo

Foram estudadas cinco populagbes de A. venatrix nos seguintes

remanescentes florestais (Figura 10):

a) Fazenda Santo Anténio das Mangueiras (FSAM), localizada na Area de
Protecao Ambiental (APA) de Sousas e Joaquim Egidio, Campinas;

b) Serra do Japi (JAPI), Jundiai;

c) Parque Ecolégico Monsenhor Emilio José Salim (PEC), Campinas;

d) Mata Santa Genebra (SGE), Campinas;

e) Observatorio Abrahdo de Moraes (VAL), Valinhos.

Na Tabela 1 encontram-se a localizacdo e o tamanho aproximado de cada

fragmento, bem como o numero de individuos (N) analisados em cada area.
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Data Local Ind. Hapl.* Data Local Ind. Hapl.*
10/01/08 FSAM 1 HO02 01/05/08 JAPI 66 HO09
2 HO02 67 HO7
3 HO02 68 HO7
4 HO02 69 HO09
17/01/08 FSAM 5 H02 70 HO7
6 HO02 07/05/08 VAL 71 H12
7 HO02 72 HO4
8 HO02 73 HO4
9 HO02 10/06/08 JAPI 74 HO7
10 HO02 11/06/08 SGE 75 H13
11 H22 29/01/09 PEC 76 HO1
28/01/08 FSAM 12 HO03 06/02/09 FSAM 77 HO5
13 H21 78 H15
14 H20 79 HO02
15 HO04 80 HO02
16 HO02 81 HO6
17 H02 82 HO6
18 H12 83 HO02
19 HO03 84 HO02
31/01/08  JAPI 20 HO08 85 HO02
21 HO7 16/02/09 SGE 86 H23
22 HO06 87 HO02
23 HO03 88 HO06
24 HO08 89 H17
25 HO02 90 HO6
26 HO08 91 H10
27 H16 92 HO02
14/03/08  SGE 28 HO1 93 H10
29 HO1 94 HO6
30 HO1 03/03/09 PEC 95 HO1
31/03/08 VAL 31 HO4 96 HO1
32 H08 97 HO1
33 HO04 98 HO1
34 HO04 99 H10
35 HO4 100 H18
36 HO03 101 HO1
01/04/08 PEC 37 HO1 102 H14
38 HO1 103 HO5
39 HO1 104 HO1
40 HO1 105 HO1
02/04/08  JAPI 41 H09 106 H10
08/04/08 SGE 42 HO1 107 HO1
43 HO09 108 HO1
44 H15 06/03/09 JAPI 109 HO3
45 H11 110 HO4
46 H06 111 HO4
47 H13 112 H11
17/04/08  PEC 48 HO1 113 HO3
49 HO1 114 HO5
50 HO1 14/03/09 VAL 115 HO3
51 HO1 116 H19
52 H11 117 HO5
53 HO1 118 HO5
54 H24 119 HO5
55 H25 120 HO3
56 HO1 121 HO5
57 HO1 122 HO3
58 HO1 123 HO4
59 HO1 124 HO8
60 HO1 125 HO5
61 HO1 126 HO3
62 H14 127 HO5
01/05/08  JAPI 63 H05 128 HO8
64 HO7 129 HO3
65 HO7 130 HO4
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Quadro 1. Coletas de
A. venatrix realizadas
entre margco de 2007 e
mar¢o de 2009. Os
individuos que néo
foram utilizados nas
analises genéticas nao
foram contabilizados.
(*hapldtipos obtidos
apdés a concluséo das
analises genéticas.)
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Figura 10. Representacdo da area de estudo, com a localizagdo dos cinco pontos
de coleta.

Tabela 1. Relacdo dos pontos de coleta, com a localizagdo e tamanho dos
fragmentos estudados (N = numero de individuos utilizados na analise).

Populagao Municipio Tamanho Coordenadas N
FSAM Campinas 50 ha 22°48'56"S, 46°56'31"W 28
JAPI Jundiai 20.000 ha 23°14'14"S, 46°56'24"W 24
PEC Campinas 110 ha 22°54'46"S, 47° 1'10"W 34
SGE Campinas 251,77 ha 22°49'07"S, 47°6'50"W 19
VAL Valinhos 100 ha 23°0'35"S, 46°57'43"W 25
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3.3. Analise genética
3.3.1. Extracao do DNA total

O kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega) foi utilizado na extracéo
do DNA de todos os individuos. As pernas e o cefalotérax das aranhas foram
macerados em almofarizes com nitrogénio liquido até a obtengdo de um pé fino e
seco. Cada macerado foi transferido para um tubo tipo eppendorf de 1,5 ml contendo
600 pl de solucao de lise celular e incubado a 65 °C por cerca de 5 horas. Em
seguida foram adicionados 200 ul de solugdo de precipitagdo de proteinas, o
conteudo foi homogeneizado e centrifugado a 18.000 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo com 600 ul de isopropanol 100% e
mantido a -20°C overnight. No dia seguinte a solugao foi centrifugada novamente a
18.000 g por 10 minutos e o sobrenadante descartado; ao precipitado foram entao
acrescentados 600 pl de ETOH 70% e a solugao foi mais uma vez centrifugada a
18.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco ressuspenso

em 20 ul de agua milliQ.
3.3.2. Escolha dos genes e amplificagao da regiao

Foram selecionadas duas regides contiguas do genoma mitocondrial que
codificam as enzimas Citocromo Oxidase | e Il (COI-COll). Tanto a regiao COl como
COIll sao amplamente utilizadas em sistematica molecular, seja separadamente ou
combinadas como uma sé sequéncia com cerca 2Kb de extensdo. Embora a maioria
dos genes codificantes seja altamente conservada devido a restricbes seletivas,
essa regiao ja se mostrou bastante varidvel e informativa em muitas espécies,
inclusive ao nivel intraespecifico (Brower 1994, Liu & Beckenbach 1992, Simon et al.
1994, Sperling & Hickey 1994). Além disso, a sequéncia possui mais de 1Kb de
extensao, tamanho suficiente para permitir que diferentes niveis de variagado sejam
amostrados (Caterino et al. 2000).

Os primers escolhidos para a amplificagao da regiao foram C1-J-1751 “SPID”
(Simon et al. 1994, modificado por Hedin & Maddison 2001) e C2-N-3661 (Simon et
al. 1994), que ja foram utilizados para outros grupos e mostraram-se eficientes

também para a espécie em questdo. A localizacdo destes primers no genoma
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mitocondrial encontra-se esquematizada na Figura 11 e a sequUéncia exata dos

mesmos na Tabela 2.

"
\\\

/ |—' C1-)-1751"SPID” .
[ o WO A >

C2-N-3661

Figura 11. Representagcdo esquematica das regides mitocondriais descritas para a

aranha Habronattus oregonensis (adaptada de Masta & Boore 2004),
evidenciando a localizagao e direcdo dos primers utilizados no estudo.

Tabela 2. Relacao dos primers utilizados no trabalho e suas respectivas seqiéncias
nucleotidicas.

Nome Seqliéncia
C1-J-1751 “SPID” 5" GGAGCTCCTGATATAGCTTTTCC 3
C2-N-3661 5 CCACAAATTTCTGAACATTGACCA 3

As reacgdes de amplificacao foram realizadas em 50 ul de solucédo de reacéao
contendo 3 ul de DNA gendémico (com concentragdo média de 10 ug/ul), 5 ul de
tampéao padréo de reagao 10X (Invitrogen®), 2.5 mM de dNTP, 0.2 yM de cada
primer, 4 mM de MgCl,, 2 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen®) e o restante do
volume ajustado com agua milliQ. As reagbes de amplificagédo foram baseadas na

técnica de “touchdown” (sendo 56°C a temperatura inicial de anelamento, diminuindo
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em 1°C a cada ciclo até chegar a 49°C), com as seguintes condi¢des: um ciclo de 3’
a 94°C; 37 ciclos: 45” a 94°C, 45” a 49°C-56°C, 2’ a 72°C; e um ciclo de 3’ a 72°C.

3.3.3. Clivagem do mtDNA com endonucleases de restrigao

Seis enzimas foram selecionadas para o estudo por apresentarem algum
polimorfismo: Alul (AG/CT), Ddel (C/TNAG), EcoRV (GAT/ATC), Haelll (GG/CC),
Rsal (GT/AC) e Taqgl (T/CGA). A digestao enzimatica foi realizada com 8 pl de
produto amplificado, 1,5 ul do tampao de digestdo de cada enzima, 1U da enzima de
restricdo e agua milliQ até o volume final de 15 pl. As reag¢des foram incubadas a
temperatura recomendada pelo fabricante (Invitrogen®) para cada enzima por
aproximadamente 4 horas. Em seguida as amostras foram aplicadas em gel de
agarose (2,5%) em tampao TAE 1x, juntamente com um marcador de tamanho
molecular de 100 pares de bases (Invitrogen®) como referéncia. Estas amostras
foram submetidas a uma voltagem de 100V e mantidas até que se completasse a
corrida (cerca de 4 horas). Os géis foram corados com brometo de etideo,

visualizados com luz UV e fotografados.

3.3.4. Analise dos dados

Os géis foram analisados visualmente e o tamanho dos fragmentos estimado
pelo programa DNAfrag (Schaffer & Sederoff 1981). Os perfis de digestao obtidos
em cada um dos individuos foram analisados de acordo com os sitios de restrigcao
que deram origem aos fragmentos. A anadlise dos sitios € preferivel a analise dos
préprios fragmentos, pois estes podem nao ser analiticamente independentes
(Berminghan et al. 1996). Os padrbes de restricdo de cada enzima foram
classificados com letras mailsculas e as provaveis relagdes entre eles foram
estabelecidas seguindo o principio de que a perda de um sitio € mais provavel que
seu ganho (Templeton 1983). Reunindo os padrées de todas as enzimas foi
construida uma matriz binaria de presenga/auséncia de sitios para cada haplétipo.

Foram calculadas as estimativas de diversidade haplotipica (h), nucleotidica
(7), o numero de diferengas nucleotidicas entre pares de hapldtipos (d), as

divergéncias nucleotidicas entre as populagdes (D) e este numero corrigido (Da, que
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desconta a variagao intrapopulacional) (Nei 1987, Nei & Li 1979, Nei & Tajima 1981),
com o programa ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al. 2005). A partir das distancias
genéticas entre os haplotipos e entre as populagdes foram construido dendrogramas
utilizando o método de agrupamento de neighbor-joining (Saitou & Nei 1987), com o
auxilio do programa MEGA4 (Tamura et al. 2007).

Foram calculados os indices de fixagéo (Fst) entre pares de populagdes, cuja
significancia foi avaliada com testes ndo paramétricos de permutagéo, com indice de
significancia (a) de 0,05. Os valores de Fst foram utilizados nas estimativas do
numero de migrantes por geragdo (M = 1 - Fs1/2 Fst) entre as populagdes. A
correlagéo entre os valores de Fst e as distancias geograficas, bem como entre as
distancias genéticas (Dp) e as distancias geograficas interpopulacionais, foram
analisadas por meio do teste de Mantel (Mantel 1967). A estruturacdo das
populagdes também foi avaliada por meio da analise de varidncia molecular
hierarquica (AMOVA, Excoffier et al. 1992). Para avaliar se as populagdes
encontram-se sob efeito de selegao, expansao populacional, gargalo genético ou se
existe heterogeneidade nas taxas de mutacdo foram realizados os testes de
neutralidade de Tajima (D, Tajima 1989) e de Fu (Fs, Fu 1997). Todas essas
estimativas também foram calculadas com o auxilio do programa ARLEQUIN 3.11
(Excoffier et al. 2005).

Uma rede de haplétipos (minimum spanning network) foi construida a partir
das divergéncias entre pares de hapldtipos, utilizando o algoritmo descrito por Rohlf
(1973). Foi feita uma analise de clados aninhados (NCA - Nested Clade Analysis),
que possibilita inferéncias sobre a histéria demografica das populagdes a partir da
rede de haplétipos e sua distribuicdo geografica, com o objetivo de diferenciar
eventos histéricos da estrutura genética das populagdes (Templeton et al. 1995,
Templeton 1998, 2001). O programa GeoDis 2.2 (Posada et al. 2000), que busca por
associacgbes significativas entre distancias genéticas e geograficas, foi utilizado na
analise. Foram realizados testes de contingéncia permutacional para todos os
clados, além de estimativas de distancias dos clados (D.;) e distancias dos
agrupamentos (D) (Templeton et al. 1995). As associagdes significantes foram
interpretadas em termos de processos bioldgicos seguindo a chave de inferéncia

disponivel em Templeton (2004).
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4. RESULTADOS

As enzimas utilizadas apresentaram de 2 a 9 padrdes de restricdo e o numero
de sitios de restricdo em cada um deles variou de 0 a 4 (Tabela 3). As relagbes entre
0s padrdes gerados por cada enzima encontram-se esquematizadas nas Figuras 12,
13, 14, 15, 16 e 17. Foram obtidos no total 30 sitios de restricdo, dos quais apenas
um nao era informativo por estar presente em todos os padrbes (Taql — a). Com os
29 sitios restantes foi construida uma matriz binaria de presenga/auséncia (1/0), e a
combinacgéo de todos os sitios resultou em 25 haplétipos (Tabela 4). O dendrograma
construido a partir das distancias genéticas entre os haplétipos (d) encontra-se na

Figura 18.
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Tabela 3. Padrdes de restricdo de cada enzima com os respectivos numeros de
sitios e tamanhos dos fragmentos.

Padrao de N° de sitios Tamanho dos fragmentos
restricao de restricao (pb)

A 1 1340, 570
1170, 430, 170, 140
1040, 870
1040, 730, 140
900, 390, 290, 190, 140
870, 550, 490
860, 480, 430, 140
730, 550, 490, 140
690, 480, 430, 170, 140
1430, 480
1300, 610
1120, 610, 180
1000, 430, 260, 220
880, 550, 480
820, 610, 480
1910
1630, 280
1910
1400, 300, 210
1150, 760
1000, 910
1000, 700, 210
1910
1740, 170
1620, 290
1430, 310, 170
1230, 550, 130
1060, 680, 170
940, 680, 290
1540, 260, 110
1390, 370, 150
1170, 370, 370
1170, 370, 260, 110
840, 700, 370
840, 410, 370, 290

Enzima

Alul

Ddel

EcoRV

Haelll

Rsal

Taql
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Padrdoes em Alul
D
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Figura 12. Relagdao entre os padrbes de restricdo obtidos pela enzima Alul. Os
retdngulos em cinza representam os padrbées de A a |; os brancos
representam os padrdes intermediarios inferidos. As setas sélidas indicam
a relagdo mais provavel entre os padrdes e as tracejadas estdo presentes

onde existe mais de uma hipotese para a relagao.
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Padroes em Ddel

E

480 "550 © 880

A D
Fragmento COI-COIl - S 1 1 <+
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910 480" 1430 480 430" 1000 220" 260" 430" 1000
B F
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C
c b
'] ']
180" 1120 ° 610

Figura 13. Relagdo entre os padrdes de restricdo obtidos pela enzima Ddel. Os
retdngulos em cinza representam os padrbes de A a F; os brancos
representam os padrdes intermediarios inferidos. As setas sélidas indicam
a relagcao mais provavel entre os padrdes e as tracejadas estao presentes
onde existe mais de uma hipotese para a relagao.

Padrées em EcoRV

1910 280 1630

Figura 14. Relacédo entre os padrdes de restricdo obtidos pela enzima EcoRV. Os
retdngulos em cinza representam os padrdes A e B. A seta indica a
relacdo mais provavel entre os padroes.
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Padroes em Haelll
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Figura 15. Relacao entre os padrbes de restricdo obtidos pela enzima Haelll. Os

retdngulos em cinza representam os padrdes de A a E; o branco
representa o padrao intermediario inferido. As setas sdlidas indicam a
relagdo mais provavel entre os padrboes e as tracejadas estdo presentes
onde existe mais de uma hipotese para a relagao.

Padrdes em Taql

D
b
[l [ [l
370" 1170 "260 110
3 )
A C
b
[l 'l [l [l
1540  "260 110 370" 1170 '370
E F
— 1 - -«

1540 © 370

e

150

1390

700 © 840 370 290"410" 840 370

370 ‘

Fragmento COI-COIl

1910

Figura 16. Relacdo entre os padrboes de restricdo obtidos pela enzima Taql. Os

retdngulos em cinza representam os padrées de A a F; os brancos
representam os padrdes intermediarios inferidos. As setas sélidas indicam

a relagdo mais provavel entre os padrdes e as tracejadas estdo presentes
onde existe mais de uma hipotese para a relagio.
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Padroes em Rsal
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Figura 17. Relacado entre os padrdes de restricido obtidos pela enzima Rsal. Os
retdngulos em cinza representam os padroes de A a F; o branco
representa o padrao intermediario inferido. As setas sélidas indicam a
relacdo mais provavel entre os padrdes e as tracejadas estdo presentes
onde existe mais de uma hipotese para a relagio.
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Tabela 4. Estado dos sitios em cada enzima nos hapldtipos.

Tagl
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Figura 18. Dendrograma construido a partir das distdncias genéticas (d) entre os
haplétipos. As cores representam as populacdes onde cada haplétipo foi
encontrado.
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A distribuicdo dos haplétipos entre as populacbes e suas respectivas
freqiéncias encontram-se na Tabela 5 e na Figura 19. As populacdes FSAM, JAPI e
SGE apresentaram o maior numero de haplétipos (10), seguidas por PEC (8) e VAL
(6). O haplétipo HO1 foi o mais frequiente, correspondendo a 29 dos 130 individuos.
Nenhum haplétipo foi compartilhado por todas as populagdes e mais da metade (13

haplétipos) foram encontrados em uma Unica populagéo.

Tabela 5. Frequéncia dos haplétipos nas cinco populacdes estudadas de A. venatrix;
entre parénteses, 0 numero de individuos.

Haplétipo FSAM (28) JAPI(24) PEC (34) SGE (19) VAL (25) Total (130)
Ho1 - - 0,735 (25) 0,211 (4) - 0,223 (29)
H02 0,607 (17) 0,0417 (1) - 0,105 (2) - 0,134 (20)
HO3  0,0714(2) 0,125 (3) - - 0,24 (6) 0,085 (11)
Ho4  0,0357 (1) 0,0833 (2) - - 0,32(8) 0,085 (11)
HO5  0,0357 (1) 0,0833 (2) 0,0294 (1) - 0,24 (6) 0,077 (10)
HO6  0,0714 (2) 0,0417 (1) - 0,211 (4) - 0,054 (7)
Ho7 - 0,292 (7) - - - 0,054 (7)
Hos - 0,125 (3) - - 0,12(3) 0,046 (6)
Ho09 - 0,125 (3) - 0,0526 (1) - 0,031 (4)
H10 - - 0,0588 (2) 0,105 (2) - 0,031 (4)
H11 - 0,0417 (1) 0,0294 (1) 0,0526 (1) - 0,023 (3)
H12  0,0357 (1) - - - 0,04 (1) 0,015 (2)
H13 - - - 0,105 (2) - 0,015 (2)
H14 - - 0,0588 (2) - - 0,015 (2)
H15  0,0357 (1) - - 0,0526 (1) - 0,015 (2)
H16 - 0,0417 (1) - - - 0,008 (1)
H17 - - - 0,0526 (1) - 0,008 (1)
H18 - - 0,0294 (1) - - 0,008 (1)
H19 - - - - 0,04 (1) 0,008 (1)
H20  0,0357 (1) - - - - 0,008 (1)
H21  0,0357 (1) - - - - 0,008 (1)
H22  0,0357 (1) - - - - 0,008 (1)
H23 - - - 0,0526 (1) - 0,008 (1)
H24 - - 0,0294 (1) - - 0,008 (1)
H25 - - 0,0294 (1) - - 0,008 (1)
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Figura 19. Frequéncias dos haplétipos nas cinco populagbes estudadas de A.
venatrix. O mapa representa a localizagao aproximada das populagdes.
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A Tabela 6 exibe as estimativas de variabilidade em cada populagdo. A
diversidade haplotipica (referente ao numero de haplétipos em cada populagéo) e
nucleotidica (que se refere as diferencas entre os haplotipos presentes em cada
populagao). A populacdo PEC teve os menores valores de diversidade (h=0,4617;
7=0,059991); a populagdo SGE apresentou a maior diversidade de haplétipos
(h=0,9123) e JAPI a maior diversidade de nucleotideos (7=0,359695). Entretanto, as
correlagbes entre as estimativas de diversidade e o tamanho do fragmento nao
foram significativas (R*=0,293; p=0,346 e R?=0,609; p=0,119 para h e x

respectivamente).

Tabela 6. Variabilidade genética nas cinco populagbes de A. venatrix. Entre
parénteses, os respectivos desvios-padrao.

Populagao Diversidade Haplotipica (h) Diversidade Nucleotidica (7)

FSAM 0,6349 (0,1043) 0,216293 (0,117804)
JAPI 0,8841 (0,0432) 0,359695 (0,189477)
PEC 0,4617 (0,1054) 0,059991 (0,039771)
SGE 0,9123 (0,0397) 0,229482 (0,126635)
VAL 0,7967 (0,0408) 0,100230 (0,060644)

Média 0,73794 0,193138

As distancias genéticas entre as populagdes (D e Da) encontram-se na Tabela
7. Os menores valores foram observados entre as populacbes PEC e SGE
(D=5,514; Dp=1,316) e os maiores entre PEC e VAL (D=13,955; Da=11,632). O
dendrograma construido com base nestas distancias revelou que as populagdes
encontram-se divididas em dois grandes grupos: o primeiro com PEC, SGE e FSAM,
sendo esta ultima um pouco mais distante das outras duas; e o segundo com JAPI e
VAL, relativamente mais distantes das demais (Figura 20). Porém, o coeficiente de
correlagédo entre as distancias genéticas e geograficas nao foi significativo (r=-0,276,
p=0,731; Figura 21).
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Tabela 7. Numero médio de diferengas nucleotidicas entre as populagdes (D).
Abaixo da diagonal, o numero corrigido (Da).

FSAM JAPI PEC SGE VAL
FSAM - 11,327 10,521 8,453 11,390
JAPI 2,976 - 12,206 11,919 9,208
PEC 6,515 6,120 - 5,514 13,955
SGE 1,989 3,376 1,316 - 13,474
VAL 6,800 2,539 11,632 8,693 -
PEC
SGE
FSAM
JAPI
VAL
0.5

Figura 20. Dendrograma construido a partir das diferencas nucleotidicas entre as
cinco populagdes de A. venatrix.
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Figura 21. Relacao entre distancias genéticas (Dp) e geograficas nas populagdes de
A. venatrix (r = coeficiente de correlacao do teste de Mantel).
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Todos os valores de Fgsr entre pares de populacbes foram altos e
significativos, como mostra a Tabela 8; porém, o teste de Mantel revelou que a
relacao entre o Fst e as distancias geograficas também néo é significativa (=-0,418,
p=0,828; Figura 22). A analise de variancia molecular (AMOVA) também aponta para
a existéncia de uma forte estruturagdo (Pst=0,51308), ja que mais da metade da

variagao foi interpopulacional (Tabela 9).

Tabela 8. indices de Fsr entre os pares de populagdes. Todos os valores foram
estatisticamente significativos. Abaixo da diagonal, os valores de Fgr;
acima, o numero estimado de migrantes (M) entre as populagcbes por

geragao.
FSAM JAPI PEC SGE VAL
FSAM - 1,36964 0,28942 1,61235 0,34510
JAPI 0,26743 - 0,42994 1,30766 1,29405
PEC 0,63338 0,53767 - 1,26369 0,09585
SGE 0,23670 0,27660 0,28350 - 0,25886
VAL 0,59165 0,27870 0,83914 0,65888 -
0,9 -
O
08 -
0.7 7 B FSAM x JAPI
o r=-0,418; p=0,828
o6 | TS # FSAM x PEC
’ X A FSAM x SGE
05 X X FSAM x VAL
5o X JAPI x PEC
“ 04l — JAPI x SGE
® JAPI x VAL
03 - + o . - +PEC x SGE
A 0 PEC x VAL
02 - O SGE x VAL
01 -
0,0 T T T T T 1
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Distancia geografica (km)

Figura 22. Relagdo entre Fst e geogréaficas nas populagbes de A. venatrix (r =
coeficiente de correlagéo do teste de Mantel).
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Tabela 9. Andlise de variancia molecular (AMOVA) em A. venatrix.

o Soma dos Componentes Porcentagem
Fonte de variagédo G. L. .
quadrados da variancia da variagao
Entre populacdes 4 295,559 2,76592 V, 51,31
Dentro das popula¢des 125 328,118 2,62494 V, 48,69
Total 129 623,677 5,39086
®sr=0,51308

Os resultados dos testes de neutralidade encontram-se na Tabela 10. O teste
de Tajima (1989) resultou em um valor significativo apenas para a populagdo PEC
(D=-1,9422, p=0,01400), o que pode ser um indicio de expansao populacional. O

teste de Fu (1997) ndo gerou resultado significativo para nenhuma das populagdes.

Tabela 10. Valores dos testes de neutralidade para cada populacao. (* = valores
estatisticamente significativos)

Drajima (P) Fsru (p)
FSAM 0,39041 (0,70200) 1,08369 (0,72600)
JAPI 1,46767 (0,91300) 2,59742 (0,96500)
PEC -1,0422* (0,01400) -1,54001 (0,22900)
SGE 1,1133 (0,87300) -0,12393 (0,50700)
VAL -1,5188 (0,05300) 1,26852 (0,77400)
Média -0,09791 (0,51100) 0,65714 (0,64020)

A rede de haplotipos (minimum spanning network) obtida com base nas
divergéncias nucleotidicas encontra-se na Figura 23. O numero de diferengas entre
os hapldtipos variou bastante, estando alguns deles separados por varios passos
mutacionais. O haplétipo H14 apresentou o maior numero de ramificagbes (5) e o
mais divergente foi HO7, com 10 haplétipos inferidos separando-o da sequéncia mais

préxima (H09).
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Figura 22. Rede de haplétipos (minimum spanning network) de A. venatrix. O
tamanho dos circulos reflete 0 numero de individuos analisados e seu
preenchimento representa a freqiéncia em que cada haplétipo foi

observado nas populagdes. Os pontos pretos representam os
haplétipos intermediarios ndo amostrados.

41



Resultados

O aninhamento hierarquico dos haploétipos para realizagcdo da NCA esta
apresentado na Figura 24. O teste de contingéncia permutacional apontou valores
significantes em quatro clados (incluindo o cladograma total), para os quais a
hipétese nula de nao-associagao geografica deve ser rejeitada (Tabela 11). A
interpretagcdo dos dados indicou fluxo génico restrito com isolamento por distancia
em trés dos clados considerados; em um deles nao foi possivel discriminar entre
fragmentagao e isolamento por distancia para explicar a estrutura geografica dos

haplotipos (Tabela 12).

1 :1-10
! 1

2-8 1-19 1-20 1-21

1-16 1-15

1-14| 26

I
[N
T
N
o

Figura 24. Rede de haplétipos (minimum spanning network) de A. venatrix e o
aninhamento hierarquico realizado para a Nested Clade Analysis (NCA).
Cada linha representa um passo mutacional e os pontos pretos
representam os haplotipos inferidos ndao amostrados. Os clados que
apresentaram valores de associagao geografica significativos encontram-
se tracejados.
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Tabela 11. Teste de contingéncia permutacional da Nested Clade Analysis (NCA).
Em negrito, os clados que apresentaram valores de associagao geografica
significantes (p<0,05).

Clado X Probabilidade
1-1 3,0000 1,0000
1-2 3,0000 1,0000
1-6 2,0000 1,0000
1-8 2,1000 0,6214
1-9 8,1355 0,0113

1-14 2,2286 0,6852
1-15 2,1818 0,5027
1-16 2,1917 0,5335
2-1 11,6854 0,0593
2-3 5,7660 0,5117
2-6 4,3191 0,7227
3-1 39,3427 0,0112
3-2 0,4148 1,0000
4-1 99,7781 0,0000
4-2 10,7875 0,0697

Cladograma Total 70,6448 0,0000

43



Resultados

Tabela 12. Estimativas das distancias nos clados (D.) e agrupamentos (D,) obtidas
na Nested Clade Analysis (NCA) e os processos bioldgicos inferidos
para cada clado. Os haplétipos e clados interiores estdo destacados em
cinza. Em negrito, os valores significantes (p<0,05). I-T= diferenca média

das distancias entre noés interiores e terminais; < = valores
significativamente pequenos; > = valores significativamente grandes.
Membros D. Dn, A
Clado Inferéncia*
do clado < > < >
HO02 0.0265* 0.9789 0.0644 0.941 (1-2-3-4)
1-9 HO6 06053 0.4001 0941 0.0644 FIux0 genico restrito
com isolamento por
I-T 0.064 0.9414 0.0644  0.941 distancia
2-1 0.0003* 0.9997 0* 1
2-2 0.448 1 0.825 0.231 (1-2-3-4)
3-1 ) Fluxo génico restrito
2-3 0.6579 0.3771 0.6432 0.3918 com isolamento por
2-12 09898 0.0102* 0.9993 0.0007* distancia
I-T 0.9843 0.0157* 0.998 0.002*
3-1 0* 1 0* 1 (1-2-3-5-15-16-18)
Amostragem
3-2 0.0774 09226 0.8422 0.1578 inadequado para
4-1 discriminacéo entre
3-5 0.0012* 1 1 0* fragmentacgéo e
isolamento por
I-T 0.6181 0.3819 0* 1 distancia
4-1 0.002* 0998 0.8663 0.1337 (1-2-3-4)
Total Fluxo génico restrito
com isolamento por
4-2 0.0049* 0.9951 0.1497 0.8503 distancia

* Os numeros entre parénteses representam as etapas percorridas na chave de
inferéncias de Templeton (2004)
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5. DISCUSSAO

5.1. Variabilidade da regidao mitocondrial COI-COII

Os indices de variabilidade obtidos em nosso estudo foram altos. A regido
mitocondrial analisada (que compreende os genes COIl e COIl) demonstrou ser
variavel e geneticamente informativa a nivel populacional, embora seja pouco
explorada em artropodes terrestres.

Em muitos insetos, a alta variagdo nessa regidao pode ser explicada pela
presenca de uma sequéncia intergénica localizada entre COIl e COlIl, cujo tamanho e
composigao pode variar de acordo com o grupo (Arias et al. 2006, Cornuet et al.
1991, Sperling et al. 1999). Porém, nas poucas aranhas que tiveram seu genoma
mitocondrial sequienciado até o momento essa regido intergénica nao foi observada
(Masta & Boore 2004, Qiu et al. 2005), assim como em outros quelicerados e em
miriapodes (Boore et al. 1998). No entanto, o fato de n&o haver uma regido
intergénica entre COIl e COIl nao compromete a aplicabilidade dessa sequéncia em
estudos populacionais de aranhas: ambos ja foram utilizados separadamente em
varios estudos populacionais (Chang et al, 2007, Croucher et al. 2004, Hedin &
Maddison 2001, Hedin & Wood 2002, Johannesen et al. 2005b, Lee et al. 2004,
Masta 2000), apresentando diversos niveis variabilidade genética. Assim, a opgao
por utilizar as duas regides como uma sé sequéncia de aproximadamente 2 kb
também pode ter contribuido para a variabilidade observada em nosso estudo, ja
que a probabilidade de que as enzimas de restricado reconhecam sitios especificos é
maior do que se utilizassemos apenas COIl ou COIl.

A alta variabilidade da regido em A. venatrix torna-se ainda mais interessante
quando comparada a resultados obtidos com espécies préximas. Em Araneus
diadematus, Johannesen e Toft (2002) analisaram a variabilidade populacional por
meio de isozimas e do sequenciamento da regido ND1 do mtDNA. Embora essa
regiao mitocondrial ja tivesse se mostrado variavel em outras aranhas (Hedin 1997,
Johannesen et al. 2002, Johannesen & Veith 2001), em A. diadematus o
sequenciamento revelou apenas um haplotipo para todos os individuos, mesmo
estando as populagdes separadas por uma distadncia de aproximadamente 300 km.
Uma das possiveis explicagdes para o numero de haplétipos muito maior em A.

venatrix & a grande variabilidade da regido COI-COIl em comparagao a ND1, o que
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reforca a importancia da utilizagcdo dessa sequéncia em outros estudos

populacionais.

5.2. Variabilidade intrapopulacional

Ramirez e Saunders (1999) demonstraram por meio da analise de isozimas
que a diversidade genética em aranhas é geralmente baixa em relagdo a outros
invertebrados terrestres. Esses autores observaram ainda uma relacao positiva entre
variagao genética e fluxo génico nas espécies estudadas, indicando que populagdes
com variabilidade reduzida devem estar geneticamente mais isoladas. Sendo assim,
€ razoavel esperar que a diversidade genética seja maior em grupos com maior
capacidade de dispersao.

As estimativas médias de diversidade intrapopulacional que encontramos
para A. venatrix foram altas em comparacdo aos valores observados em outros
artropodes terrestres analisados com a mesma metodologia (Abreu & Solferini 2008,
Insuan et al. 2007, Lyra et al. 2009) e em aranhas analisadas com isozimas
(Ramirez & Saunders 1999). No entanto, como as estimativas de variabilidade
podem ser afetadas por artefatos da metodologia ligados a natureza do marcador
utilizado (Piel & Nutt 2000), ndo é possivel comparar diretamente nossos resultados
a outras espécies de aranhas, pois a maioria dos estudos populacionais com esses
organismos emprega a analise isoenzimatica ou o sequenciamento de genes
nucleares e mitocondriais.

Independente da metodologia utilizada para analisar a diversidade genética,
grande parte dos estudos populacionais com aranhas atribuem a variabilidade a
caracteristicas intrinsecas de cada espécie. Em aranhas sociais, por exemplo, cujas
populagdes encontram-se agrupadas em colbnias e 0s jovens geralmente ndo se
dispersam muito, a variabilidade genética dentro das popula¢des tende a ser menor
devido as altas taxas de endocruzamentos (Johannesen et al. 2007, 2009, Riechert
& Roeloffs 1993, Smith & Hagen 1996). Entretanto a maioria das aranhas (incluindo
a familia Araneidae) possui habitos n&o-sociais, sdo geralmente territorialistas e
muitas delas possuem mecanismos comportamentais que as permitem migrar a
curtas ou longas distancias (Riechert & Roeloffs, 1993), o que pode ter contribuido

para a alta variabilidade encontrada em nosso estudo. Além disso, aranhas orbitelas
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(como A. venatrix) apresentam em geral altos indices de diversidade (Ramirez &
Saunders 1999).

5.3. Influéncia do habitat sobre a variabilidade genética

A diversidade genética encontrada pode estar relacionada a fragmentacao do
habitat. A perda do habitat pode causar decréscimos no tamanho efetivo das
populacbes e na conectividade interpopulacional, causando alteracbes na
composigao genética das populagdes (Dixo et al. 2009, Fahrig 2003, Lowe et al.
2005). As populagdes de A. venatrix dos dois maiores fragmentos estudados, a
Serra do Japi e a Mata Santa Genebra, apresentaram os maiores valores de
diversidade haplotipica e nucleotidica, sugerindo que o tamanho do fragmento esteja
positivamente relacionado a diversidade genética nessa espécie. Tal associagcio
entre tamanho do habitat e variagdo genética ja foi descrita para outros grupos de
aranhas e, em grande parte deles, os fragmentos maiores também abrigaram maior
variabilidade em comparacao aos menores (Gurdebeke et al. 2003).

Porém, quando considerados todos os fragmentos, a correlagcdo entre
tamanho do fragmento e variabilidade nao foi estatisticamente significativa. Entre os
fatores que podem ter contribuido para essa falta de correlagéo estdo: a escala de
tamanho dos fragmentos amostrados, uma vez que a Serra do Japi (com 20.000 ha)
€ muito maior que todos os outros; o pouco tempo decorrido desde que a
fragmentagao nessa regido teve inicio (cerca de 300 anos); e os proprios habitos
generalistas da espécie, que podem evitar que esta seja fortemente afetada pelos
efeitos da fragmentagéao a curto prazo.

.No entanto, a falta de correlagéo estatistica pode sugerir também que outras
caracteristicas do fragmento além de seu tamanho, como estado de conservagao e
conectividade entre manchas, podem afetar a variabilidade nessas populagdes.
Fragmentos onde a agado antrépica e o nivel de perturbagdo sdo grandes tendem a
apresentar menores niveis de diversidade (Bonte et al. 2003, Bragagnolo et al. 2007,
Fleishman et al. 2002). Embora seja uma caracteristica de dificil analise, a qualidade
do habitat também pode estar associada aos resultados de nosso trabalho, ja que a
Serra do Japi e a Mata Santa Genebra, além de serem os maiores fragmentos do

estudo, sao regides pouco perturbadas em comparagao aos demais fragmentos.
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A populacédo da Fazenda Santo Anténio das Mangueiras (FSAM) apresentou
indices de diversidade relativamente altos, ao contrario do esperavamos tendo em
vista que este € o menor fragmento do estudo (com aproximadamente 50 ha). Uma
possivel explicacdo seria a localizacdo do fragmento em meio & Area de Protecéo
Ambiental (APA) de Sousas e Joaquim Egidio, uma regido com cerca de 22.512,54
ha (28% da area total do municipio de Campinas). A APA é constituida por um
grande numero de pequenos fragmentos de Mata Atlantica que se mantém
preservados em relagdo ao restante do municipio (Mattos 1996). A proximidade
entre os fragmentos, bem como a presenga de corredores de vegetacéo entre eles
(como matas ciliares ao longo dos cursos d’agua, por exemplo), pode facilitar a
migracdo de individuos entre populagdes. Dessa forma, a presenga de matas
adjacentes ao fragmento FSAM pode estar contribuindo para a manutengdo da
variabilidade genética da populacédo. Além disso, esse fragmento encontra-se muito
préoximo a Mata Ribeirdo Cachoeira, maior fragmento da APA (com 244,9 ha), sendo
provavel que ele comporte populacdes grandes e, consequentemente, com maiores
niveis de diversidade. A dindmica populacional entre o fragmento grande e os
menores dentro da APA pode impedir reducbes na variabilidade genética das
populagdes pequenas, evitando até mesmo que sejam extintas. Se a alta
variabilidade genética em FSAM for, de fato, resultante do fluxo génico
interpopulacional, é possivel inferir que A. venatrix possui alguma capacidade de
dispersdo, ao menos a médias distancias.

Muitos estudos com aranhas sugerem que fragmentos maiores, mais
preservados € menos isolados tendem a apresentar maiores indices de diversidade.
Maes e Bonte (2006) analisaram cinco espécies de artropodes terrestres na Bélgica
e observaram que os fragmentos grandes e com maior conectividade com as
manchas adjacentes apresentaram maior riqueza de espécies, sendo as aranhas as
mais afetadas pela redugdo do habitat. Na mesma regido, Bonte et al. (2004)
observaram que a distribuicdo de 29 espécies de aranhas é influenciada
principalmente pela capacidade de dispersdo e pela estrutura espacial dos
fragmentos (tamanho e conectividade). Esses resultados sugerem que a dinadmica
de metapopulacdes pode ter um papel muito importante sobre a distribuicido de
varias aranhas, além de prevenir os efeitos prejudiciais da fragmentacdo do habitat

sobre as espécies com nicho restrito (mais especialistas).
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5.4. Estrutura populacional

As distancias genéticas entre as cinco populagdes foram altas, mas nao ha
relacdo significativa entre distancias genéticas e geograficas. A estruturagao
observada nas populagdes também foi muito forte, o que pode ser conseqliéncia,
entre outros fatores, do marcador genético utilizado. Algumas caracteristicas
particulares do mtDNA podem interferir na estruturagdo genética das populagdes,
como por exemplo a taxa de evolugio rapida em relagao ao DNA nuclear devido a
auséncia de mecanismos de reparo eficientes (Brown et al. 1979) e seu tamanho
populacional efetivo quatro vezes menor do que genes transmitidos biparentalmente
(Avise 2004).

A heranga materna do mtDNA também pode gerar resultados enviesados se a
espécie apresenta assimetria com relagdo a migracdao de machos e fémeas. Em
aranhas é comum observar essa disparidade e, em muitas espécies, a fémea é
territorialista e permanece em sua teia por longos periodos, enquanto os machos
percorrem longas distancias em busca de alimento e/ou parceiras para reprodugao
(Costa 1999). Assim, a estrutura populacional observada em A. venatrix pode ser
resultado do comportamento migratério apenas das fémeas, nao refletindo o fluxo
génico referente a dispersdao dos machos. A metodologia empregada em nosso
trabalho ndo nos permite fazer essa distingdo, mas estudos posteriores utilizando
marcadores nucleares poderao elucidar a questao.

Estudos populacionais com aranhas geralmente associam a estrutura
genética as taxas de dispersdo de cada espécie (Bidegaray-Batista et al. 2007,
Colgan et al. 2002, Johannesen et al. 2005a, Vandergast et al. 2004). Analisando
trés populagdes de Metepeira ventura, Ramirez e Fandino (1996) atribuiram a
grande variabilidade e baixa estruturacdo a capacidade de dispersao desses
araneideos, sugerindo que os individuos (a0 menos o0s jovens) podem
eventualmente se dispersar por balonismo. Este fendbmeno também pdde ser inferido
para Argiope trifasciata no trabalho de Ramirez e Haakonsen (1999), demonstrando
qgue este € um padrao relativamente comum nessa familia. Embora esse fenbmeno
nunca tenha sido relatado para A. venatrix ou qualquer outra espécie do género
Araneus, nao podemos descartar a possibilidade de que alguns dos individuos
alcancem fragmentos vizinhos utilizando esse recurso, como € provavel que ocorra

entre os fragmentos da APA de Sousas e Joaquim Egidio, por exemplo. Porém, a

49



Discussao

forte estruturacdo observada em nossos resultados € um indicio de que a
capacidade de migragao dessa especie € relativamente limitada quando a distancia

entre os fragmentos ultrapassa alguns quilémetros.

5.5. Estrutura genética e fragmentagao do habitat

Além das caracteristicas biolégicas e comportamentais particulares de cada
espécie, a composi¢cao do habitat também desempenha um papel importante na
estrutura populacional. Nosso estudo mostrou que o isolamento por distancia parece
nao ser o unico fator responsavel pela estruturacdo entre as populacdes estudadas,
pois os valores de Fsr e as distancias geogréaficas ndo sao correlacionados. Pelo
contrario: pode-se observar que as populacdes mais proximas, referentes ao Parque
Ecolégico Monsenhor Emilio José Salim e ao Observatério Abrahdo de Moraes
(PEC e VAL, respectivamente, distantes entre si por pouco mais de 12 km), foram as
que apresentaram maior Fsr. Por outro lado, os valores de Fst entre a populagéo
JAPI| e as demais foram relativamente baixos, apesar de ser esta a populagdo mais
distante de todas as outras (25 a 47 km de distancia).

Um dos fatores que podem contribuir para esse perfil de estruturacado é a
natureza da matriz entre os fragmentos. Apesar do processo de fragmentagao ser
relativamente recente, regides urbanizadas ou agroecossistemas entre as manchas
de habitat podem representar um imenso obstaculo para a migragao de individuos,
principalmente nas espécies que nao se dispersam pelo vento (Bishop & Riechert
1990). A localizagdo das populagées de A. venatrix em meio a centros urbanos
densamente povoados pode ter contribuido para a forte estruturagcao observada. O
tamanho populacional reduzido, juntamente com a dificuldade de migrar ou receber
migrantes pode aumentar o efeito da deriva, resultando no acumulo de divergéncias
entre as populagdes.

No entanto é preciso ter cautela ao associar os efeitos da fragmentagao sobre
a estrutura das populagdes. Embora a atividade humana possa afetar a variabilidade
genética de algumas espécies, a estrutura populacional pode ser consequéncia de
processos naturais mais antigos. Estudando uma espécie de Lycosidae na Australia,
Colgan et al. (2002) observaram que as divergéncias interpopulacionais ndo tinham
relacdo com as distancias geograficas, sugerindo que as populagdes ja se

encontravam estruturadas antes da fragmentacao antrépica da regido. A distribuigao
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dos haplétipos e composicédo das populacdes de A. venatrix também podem ter sido
influenciadas por processos histéricos, uma vez que a fragmentagdo da regido

estudada se iniciou ha apenas cerca de 300 anos (Mattos 1996).

5.6. Rede de haplétipos e analises filogeograficas

A rede de hapldtipos indicou grande variabilidade haplotipica e nucleotidica
nessa espécie. O haplétipo mais central e com maior numero de ramificagdes na
arvore foi encontrado em baixa frequéncia, enquanto os haplétipos mais frequentes
estdo localizados marginalmente. Esse padrdo, juntamente com os resultados
obtidos nos testes de neutralidade, descarta a hipdtese de que as populacoes
tenham sofrido expansdo demografica recente (Avise, 2000). Além disso, varios
haplétipos geneticamente proximos encontram-se agrupados nas mesmas
populacdes, como em PEC e VAL. Essa associacao aparentemente nao-aleatéria
dos haplétipos pode estar relacionada a fluxo génico restrito, eventos histéricos mais
antigos ou a combinacao desses fatores (Templeton et al. 1995).

Poucas associagdes filogeograficas foram significativas em nosso estudo e,
na maioria delas, o padrao pode ser explicado por isolamento por distancia. O maior
valor de associagao geografica dos haplétipos foi observado no clado 4-1, no qual os
haplétipos pertencentes ao clado 3-1 apresentam distribuicdo geografica restrita (em
sua maioria haploétipos encontrados nas populagcbes PEC e SGE). Embora as
populagdes analisadas sejam geograficamente muito proximas e uma amostragem
mais abrangente seja necessaria para conclusdes mais robustas, nossos resultados
indicaram que a distribuicdo dos haplétipos de A. venatrix nessa regido parece nao
ter sido consequéncia de expansdo demografica, colonizagdo ou eventos historicos
de fragmentagéo. O padrao observado, segundo a NCA, foi provavelmente resultado
de fluxo génico restrito entre as populagdes, sendo o isolamento por distancia uma
das possiveis explicagcbes para as divergéncias, ao contrario do que indicaram os
testes de correlagao entre distancias genéticas e geograficas.

Embora a discordancia entre as diferentes analises possa ser um resultado
falso-positivo gerado pela NCA, a inferéncia de isolamento por distancia encontra-se
bem fundamentada em nossos resultados, uma vez que foi observada em clados de
varios niveis. A aparente contradicdo entre os resultados da NCA e da falta de

correlacédo entre distancias geograficas e Fst pode ser explicada pela natureza de
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Discussao

cada analise: ao contrario da NCA, a estatistica F nao considera as diferengas entre
os haploétipos, refletindo apenas a estruturagao recente das populagdes (Templeton
1998). Por outro lado, as distancias genéticas de Nei (Da, Nei & Li 1979) consideram
as populagdes como unidades de analise, enquanto a NCA parte da relacéo entre os
haplétipos, o que pode ter gerado resultados discordantes. Dessa forma pode ter
ocorrido isolamento por distancia entre alguns grupos de haplétipos no passado e,
ao longo das geracgdes, outros processos contribuiram para a estruturagao atual das
populagdes. Na aranha Pardosa monticola, Bonte et al. (2003) sugeriram que a
diferenciagdo genética pode ser afetada tanto pelo fluxo génico histérico como pela
fragmentagdo recente do habitat, o que também pode ser aplicado ao padréao
observado em A. venatrix. A fragmentagao antrépica pode ter sido responsavel pelo
isolamento entre algumas populagdes, impondo assim barreiras fisicas e ecolégicas
a migracao dos individuos ja distribuidos por toda a regido. Além disso, a reduc¢ao do
tamanho das populagdes e, conseqientemente, a perda de haplétipos acentuada
pelo efeito da deriva também podem ter colaborado para a diferenciagao

interpopulacional.
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6.

1.

CONCLUSOES

A regiao mitocondrial COI-COIl mostrou-se extremamente variavel em A.
venatrix. Este € o primeiro trabalho a utilizar enzimas de restricdo nessa
regido para acessar a diversidade genética em aranhas e nossos resultados
sugerem que o0 uso da sequéncia pode se estender a outras espécies de

aranhas, bem como a varios outros artropodes terrestres.

O habito de forrageamento e comportamento social A. venatrix podem ter sido
responsaveis por grande parte da alta variabilidade observada. A
fragmentagdo do habitat parece afetar a diversidade genética da espécie,
apesar de ndo haver uma correlagado estatisticamente significativa entre
tamanho do fragmento e variabilidade, sugerindo que fatores como grau de
conservagao dos fragmentos e conectividade entre eles também podem ser

importantes para a manutencao da variabilidade genética na espécie.

A forte estruturagcado populacional observada sugere que a capacidade de
dispersdo de A. venatrix € relativamente limitada a longas distancias, ao
menos entre as fémeas. A migragédo dos individuos pode ter sido prejudicada
pela fragmentacdo do habitat que, com o surgimento de uma matriz urbano-
industrial e agricola entre os fragmentos, aumentou o isolamento de algumas

populacoes.

As analises filogeograficas ndo apontam para eventos historicos de
fragmentagdo ou expansao demografica recente entre as populagdes de A.
venatrix. A distribuicdo dos haplétipos provavelmente se deve a restricdes ao
fluxo génico entre as populagbes, sendo influenciada posteriormente pelos

efeitos da fragmentacao antropica do habitat.
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