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RESUMO

Resumo

A Wata Atléntica & uma das malis importantes florestas tropicals do mundo e devido a sua
grande rigqueza. de espécies e altas taxas de endemismo, & considerada um Asoéspot mundial para
conservacac., Apessr disso, o bloma tem sido Intensamente devastade nos iltimes 500 anocs,
com 8 maloria de seus remsanescentes constituides de fragmentos isclados, Um des aspectos
Importantes da fragmentacan do habitat & que esta pode afetar o padrao de wariabilidade das
populagtes. Fese processo depende de diversos fatores relacionados ac modo de vida das espé-
cleg, mcluinde sua capacidade de dispersan, ja que a habilidade dos crganismos de se moverem
entre as manchas de vegetagao & determinante para a estrutura gendtica populacional, As ara-
nhas (Crdem Arsness) constituern um bom medelo para o estude de dress fragmentadass, ja
que suas espécies possuem modos de dispersao e interagoes ecolégicas bastante diversificados.
O género sul-americanc Aglaoctenus é representado por espédes com comportamento subso-
clal, que mduw ouidade parental, rarc em aranhas, Hste trabalho fez o estudo de genética
populacional de Aglecctents lagotis em cinco fragmentos primérics de Mata Atlintica (com
varlagho de distanclas entre 2 e 47 quildmetres). Para tanto, foram utilizsdes dols marcadores
maoleculsres: o primeiro de origem miclear, microsatélites, e o segunde de crigern mitocondrial,
o gene COLL Os dades obtides mdicaramm a presenga de dols grupos genéticos (Grupos A e B)
evidendiades por smbos mercadores, o que sugere a presenga de duss espécies distintas. As
altas taxas de endogemia enconfradss nos dols grupos podem refletir fatores ecoldgicos que
restringem susa. dispersan e, além disso, o comportamento no qual as formeas juvenis constroem
Suas telas préximas A tela matema, Apesar disso, as populagbes nao estioc completamente
izoladas e apresentam estruturagie mederads (FepA=0,118; FerB= 0,142). A dispersio por
via aéres (ou balemisme) permitirla s martengio do fhuxe génico entre dress fragmentadas,
embora e escals m=uficlente para evitar a alta faxa de cruzamento entre aparentados dentro

das populagoes.
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ABSTRACT

Abstract

The Brazilian Atlantic Rain Forest is one of the most important tropical forests in the
world, Due to its great specles richmess and high endemic levels 1= considered a conservation
hotspot. Despite its importance it has been intensively depleted in the last 500 wvears, with
remnsants composed of =olated fragments. Habitat fragmentation meay change patterns of
population variability, This process depends on spedes biclogy characteristics, including dis-
persicn capacity, since the ability to move between patches define population genetic structure.
Spiders are a suitable model for fragmented aress, because iis species have different ways of
dispersion and distincts ecological interactions, Aglacctenus is a South American genus that
has subsocial behavicr, not commeonly found in spiders. In this work we studied the gemetic
population structure of dglacotenus lagofls in five primary and disturbed Brazilian Atlantic
Rain Forest remmmants (apart from each other from 2 to 47 kilometers), The meoleculsr mar-
kers uzed I this study were: nucdesr micresatellites and mitochondrial OO gene, Our data
chowed the presence of twe genetic groups (Group A snd B) distinguished by both melecular
mearkers, suggesting the existence of two different species. The high endogamic levels found in
both groups may reflect ecological factors that restricts dispersion. Furthermore, spiderlings
keep close to thelr mother's net, which contributes o population aggregation, despite compe-
titlon and endogamy. Mevertheless, populations are not entirely isclated smd show moderafe
levels of structure (Far A=0,118; FarB= 0,142). Thus, aserisl dispersal (or baleoning) alows
the maintenance of genetic flow between fragmentated aress, although in msuficient level to

avold endogarmy within population.
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1 INTRODUCAO

1 Introducao

1.1 Mata Atlantica

A Mata Atlantica é 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 aden-
trando o continente nas regides Sul e Sudeste até a Argentina e o Paraguai (Collins,
1990; Fundagao SOS Mata Atlantica & INPE, 2010). A area original do bioma era de
1.300.000 km? ou cerca de 15% do territério nacional, englobando 17 estados brasileiros
(Figura 1.1).(Fundagao SOS Mata Atlantica & INPE, 2010)

De acordo com a lei da Mata Atlantica (11.428/06) (IBGE, 1992; Fundagao SOS
Mata Atlantica & INPE, 2010) (Figura 1.1) considera-se integrante do Bioma da Mata
Atlantica: Florestas Ombrofilas Densas; Florestas Ombréfilas Mistas, também denomi-
nada Mata de Araucdria; Florestas Ombrofilas Aberta; Florestas Estacionais Semide-
ciduas; Florestas Estacionais Deciduas; bem os manguezais; as vegetagoes de restinga,
campos de altitude; brejos interioranos e encraves florestais do nordeste (Figura 1.1).

Em virtude desta alta cobertura e heterogeneidade das condigoes ambientais, a Mata
Atlantica é um bioma reconhecido por sua grande diversidade. Estima-se que 1 a 8%
das espécies do mundo estejam na Mata Atlantica (Myers et al., 2000), com cerca de
20.000 espécies de plantas, mais de 1.400 de vertebrados terrestres; milhares de espécies
de invertebrados (Laurance, 2009) e mais de 8000 espécies endémicas (Tabarelli et al.,
2005).

Por todas essas caracteristicas a Mata Atlantica é considerada um hotspot, isto é,
uma &rea prioritdria para conservagdo mundial (Brown Jr. & Brown, 1992; Myers et al.,
2000; Brooks et al., 2006; Colombo & Joly, 2010).

Apesar de sua importancia, a Mata Atlantica tem sido intensamente devastada nos
ultimos 500 anos (Dean, 1995). Localizada na regido mais populosa do Brasil, a Mata

Atlantica sofreu séculos de exploracdo através do extrativismo, da agricultura, da caca,




1 INTRODUCAO

B £ |or. Ombréfila Densa
i Flor. Ombrafila Aberta
Flor. Ombrofila Mista
B Flor. Estacional D ecidual
I Flor. Estacional Semidecidual
B Formacgdes Pioneiras (restinga,
manguezal, campos salinos)

o Campos de Altitude, encraves
de Cerrado, ecétonos

Escala 1:14.000.000

Figura 1.1: Extensido do Bioma Mata Atlantica conforme Lei Federal 11428 /2006, Decreto
6660/2008. Fonte: Fundagao SOS Mata Atlantica & INPE (2010).

da industrializacdo e da expansdo urbana. Segundo a Fundacdo SOS Mata Atlantica
(2010) apenas 7% da &rea original deste bioma permanece preservado. Incluindo flo-
restas secunddrias e pequenos fragmentos (<100 ha), esta percentagem aumenta para
11.4% (Ribeiro et al., 2009). Deste total 1% estd em reservas e a maioria dos remanes-
centes se encontra extremamente fragmentado. (Laurance, 2009; Fundacdo SOS Mata
Atlantica & INPE, 2010)

A cobertura original da Mata Atlantica no Estado de Sao Paulo abrangia aproxima-
damente 68% de seu territério (Fundagao SOS Mata Atlantica & INPE, 2010). Dados
recentes apontam que o estado possui cerca de 15,78% de remanescentes de Mata Atlan-
tica, sendo que 14,41% composto por florestas (Fundagao SOS Mata Atlantica & INPE
(2010); Figura 1.2). Segundo Rodrigues et al. (2008), Sao Paulo é o Estado com o maior
nimero de espécies nativas da Mata Atlantica ameagadas no Brasil (11% do total).

A regiao que compreende o municipio de Campinas e cidades adjacentes é atualmente
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da Mata Atlantica

Figura 1.2: Remanescentes florestais de Mata Atlantica no Estado de Sdo Paulo (Fonte:
INPE/Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2010).

uma das mais densamente povoadas de Sao Paulo e, assim como ocorreu na maior parte
do Estado, sofreu uma drastica reducdo em sua vegetacdo original. Segundo Santin
(1999), os remanescentes de Mata Atlantica em Campinas representam somente 2,42%
da drea municipal e encontram-se distribuidos em cerca de 197 fragmentos (Figura 1.3).
A APA corresponde a aproximadamente 28% do municipio e, através de fotografias
aéreas, foi observado que a maioria dos fragmentos mantém sua forma e tamanho atuais
hé pelo menos cinquenta anos.(Santin, 1999; Fundagao SOS Mata Atlantica & INPE,
2010)

Por outro lado, na Serra do Japi, situada nos limites dos municipios de Jundiai, Ca-
breuva e Cajamar, encontramos uma area de Mata Atlantica extensa e bem conservada,
(Figura 1.4). A Serra do Japi é composta por aproximadamente 20.000 ha de vegetagao

heterogénea, sendo uma das ultimas areas de floresta continuas do bioma no Estado
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APA de Souzase

Joaquim Egideo

Figura 1.3: Mapa dos remanescentes florestais de Mata Atléntica do municipio de Campinas
(adaptado de Santin 1999 (Santin, 1999). Em destaque: Area de Protecdo Ambiental (APA)
de Souzas e Joaquim Egidio.

(Morellato, 1992; Joly, 1992). Entretanto, a drea protegida pela Reserva abrange pouco
mais de 2.000 ha, dos quais se estima que apenas 25% sejam de propriedade publica, o
que dificulta a preservacao dessa drea. (Instituto Serra do Japi, 1998)

A fragmentacdo do habitat é um importante fator a ser considerado no estudo da
biodiversidade das espécies. A Mata Atlantica com sua longa histéria de devastacao
¢ um valioso modelo para estudo dos efeitos da fragmentagao (Laurent, 2009). Sendo
assim, imprescindivel a andlise do impacto da fragmentacao antrépica sobre as popula-
¢oes dos diversos grupos ali presentes, bem como das consequéncias dessa subdivisao a

curto e longo prazo.

1.2 Fragmentacao do habitat
1.2.1 Aspectos gerais da fragmentacao

A fragmentacao do habitat devido a uso humano da terra pode influenciar fortemente

a biodiversidade e o ecossistema (Foley et al., 2005; Lindenmayer & Fischer, 2006).
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Jundiai
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Figura 1.4: Localizacdo da Serra do Japi (em verde) no municipio de Jundiai (regido ha-
churada).l = Reserva Biol6gica Municipal da Serra do Japi; 2 = limite da drea tombada
[adaptado de Leite (2000)].
Nas florestas tropicais, como a Mata Atlantica, a fragmentacao parece ter um efeito
significativo na estrutura da comunidade e na dindmica da populagao (Laurance &
Bierregaard Jr, 1997; Laurance et al., 2006; Groeneveld et al., 2009; Piitz et al., 2011).

Por exemplo, vem sendo observado que a fragmentacdo pode prejudicar ou mesmo
interromper processos ecoldgicos chaves como a dispersao de semente (With & King,
1999; Melo, 2006), colonizacao (Collingham & Huntley, 2000), fluxo génico (Hamrick,
2004; Haag et al., 2010) e outros processos demograficos (Laurance & Bierregaard Jr,
1997; Laurance et al., 2000; Lindenmayer & Fischer, 2006). Além disso, os altos niveis
de endemismo da Mata Atlantica sugerem que muitas espécies se extinguiram e muitas
se extinguirdo devido & sua intensa fragmentacao (Whitmore & Sayer, 1992; Brooks &
Balmford, 1996; Metzger, 2009).

Apesar do amplo conhecimento atual sobre o impacto da fragmentacao na dinamica

da biodiversidade, este ainda se mostra insuficiente. Isso ocorre devido a alta comple-
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xidade do problema, o que torna dificil isolar as diferentes varidveis que operam no
processo (Lindenmayer & Fischer, 2006). Essa complexidade é devido a uma série de
fatores como: 1) as ricas interagoes ecoldgicas que uma determinada espécie esta sujeita
em um ecossistema tropical como a Mata Atlantica; 2) a diversidade da matriz que
pode incluir uma série de tipos de habitat; 3) e os processos agindo nas bordas dos

fragmentos de floresta (Piitz et al., 2011).

1.2.2 Consequéncias genéticas da fragmentacao

E amplamente aceito que a variabilidade genética cumpre um importante papel na
persisténcia e adaptacdo das populagoes a mudangas ambientais (Lande & Shannon,
1996; Frankham et al., 2002). A diminuigdo da variabilidade genética compromete a
habilidades das espécies de evoluirem em resposta ao ambiente, e consequentemente
aumenta o risco de extingao (Avise et al., 1987; Young et al., 1996; Saccheri et al., 1998;
Reed & Frankham, 2003).

A perda de habitat pode erodir a diversidade genética das populagoes devido a di-
minui¢do do tamanho populacional e da conectividade interpopulacional (Johannesen
et al., 2007). O nivel de diversidade genética em populacoes pequenas e isoladas é
geralmente baixo, como uma consequéncia dos efeitos pronunciados da deriva génica e
endogamia (Gilpin & Soulé., 1986; Saccheri et al., 1998). J4 foi demonstrado, por exem-
plo, que a depressdo endogamia afeta negativamente resisténcia a doengas (Spielman
et al., 2004), producao de esperma, habilidade acasalamento, fecundidade das fémeas,
sobrevivéncia juvenil, habilidade maternal, idade de maturidade sexual e sobrevivéncia
dos adultos (Frankham, 2005).

Quando o tamanho e numero das populacoes diminuem como consequéncia da frag-
mentacao, os efeitos estocdsticos se tornam de maior importancia. Do ponto de vista
metapopulacional o aumento de eventos estocasticos ambientais, demograficos e genéti-

cos pode radicalmente reduzir do tempo da persisténcia das espécies (Hanski & Gilpin,
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1991; Gomulkiewicz & Holt, 1995; Dara Newman, 1997).

A variabilidade genética e a estruturacdo das populacoes pode ser, por exemplo,
favorecida, prejudicada ou nado afetada pela fragmentagdo (van Dongen et al., 1998;
Schmitt & Seitz, 2002; Krauss, 1994; Dixo et al., 2009; Filgueiras et al., 2011). Esses
resultados conflitantes podem ser explicados pelas diferencas na habilidade do orga-
nismo de se mover entre as porcgoes de vegetacao original, o que ¢ influenciado pelas
propriedades especificas da matriz, pela distancia entre os fragmentos e pela capacidade
de dispersao da espécie (Fahrig, 2003; Piitz et al., 2011). Assim, é imprescindivel que
organismos com diferentes capacidades de dispersdao sejam estudados em um mesmo
habitat possibilitando uma comparacao entre os resultados e um maior entendimento
sobre os efeitos da fragmentacao do habitat sobre a variabilidade genética das espécies.

As aranhas (Ordem Araneae) constituem um bom modelo para o estudo de dreas
fragmentadas, ja4 que suas espécies possuem modos de dispersao e interacoes ecoldgicas
bastante diferentes (Marshall et al., 2006; Rego et al., 2007; Prieto-Benitez & Méndez,
2011). Além disso, um numero substancial de espécies de aranhas pode estar em vias
de extingdo como resultado da atividade humana, mais especificamente, a destruicao

de seus habitats naturais (Hafernik, 1992).

1.3 Ordem Araneae
1.3.1 Aranhas

Dentre os Arachnida, a ordem Araneae é a segunda mais diversa, com 42.473 espé-
cies descritas distribuidas em 110 familias (Platnick, 2011). As aranhas compreendem
uma porcao bastante significativa de todos os artropodes terrestres e sdo amplamente
distribuidas por todo o planeta, exceto na Antartida.(Platnick, 1995)

A ordem esta dividida em trés infraordens: Mesothelae, Mygalomorphae e Arane-

omorphae. Destas apenas Mesothelae nao tem representantes neotropicais, ocorrendo
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exclusivamente na regido asiatica (Platnick, 1995). As aranhas da infraordem My-
galomorphae (popularmente conhecidas como caranguejeiras ou aranhas-peludas) sao
facilmente diagnosticadas pelas queliceras dispostas paralelamente e pela presenca de
apenas quatro fiandeiras (Platnick, 1995). As Araneomorphae estdao representadas por
quase 90% das aranhas conhecidas e sdo caracterizadas pelas queliceras verticais, opos-
tas uma em relagdo a outra, e por apresentar geralmente seis fiandeiras. (Foelix, 1996)

O Brasil é uma das areas do mundo com maior diversidade de aranhas, sendo que
das 110 familias de aranhas, 67 possuem registros para o pais (Brescovit et al., 2004).
Atualmente, as dreas mais estudadas no Brasil sdo a Floresta Amazonica (Brescovit,
1999; Borges & Brescovit, 1996; Hofer, 1990) e a Mata Atlantica litordnea da Regido
Sudeste (Brescovit, 1999). Apesar disto, estima-se que sejam conhecidas apenas 30%
das aranhas brasileiras, sendo as regices sul e sudeste as mais bem representadas em

colecoes cientificas. (Brescovit, 1999)

1.3.2 Influéncia da estrutura do habitat na dinamica populacional de ara-

nhas

A distribuicdo das aranhas em uma determinada regiao estd fortemente ligada a
sensibilidade da espécie a fatores abiéticos intrinsecos do ambiente, como temperatura,
umidade, vento e intensidade luminosa, ficando algumas aranhas restritas a habitats
com menor variagao de condigoes climdticas. (Foelix, 1996)

As aranhas apresentam uma grande variedade de hébitos de vida, incluindo taticas
de construcao de teias e obtencao de alimento, o que possibilita a ocupacao dos mais
variados tipos de habitat e a ocorréncia de vérias espécies no mesmo local (Turnbull,
1973). Dentro das faixas de tolerancia as condicoes fisicas, a distribuigao espacial tam-
bém ¢ influenciada por varios fatores biéticos, como suprimento de presas, abundancia
de competidores, predadores ou parasitas e, principalmente, pela vegetacao caracteris-

tica. (Souza, 2007)
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Tendo em vista a grande influéncia do habitat sobre a distribuicdo das espécies,
a diminuicdo da Mata Atlantica a menos de 10% da area original pode ser um fator
significativo nas dinadmicas populacionais (Scarano, 2002; Schwarcz et al., 2010). A
habilidade das aranhas de se dispersar pode delimitar sua sobrevivéncia nos diferentes
fragmentos, uma vez que os niveis de fluxo génico entre subpopulacoes sao importantes
para o aumento da persisténcia das mesmas (Reed et al., 2007; Watling & Donnelly,
2006; Johannesen et al., 2007). Quando as condicoes locais se tornam desfavordveis, as
aranhas podem migrar para outras areas por diversos mecanismos, que variam desde o
movimento cursorial até a dispersao por balonismo (Souza, 2007).

O balonismo é o tipo de dispersdo mais frequente nos primeiros estégios de vida,
no qual as aranhas tecem pequenos emaranhados de seda com o abdomen voltado para
cima e se lancam nas correntes de ar, podendo ocasionalmente alcancar centenas ou até
mesmo milhares de quilometros de distéancia (Decae, 1987). Mesmo alcancando locais
desfavoraveis na maioria das vezes, este modo de dispersao é rapido e garante a expansao
da distribuicdo das aranhas pela colonizagdo de novas dreas e, consequentemente, a
manutencao das populagoes (Samu et al., 1999).

Um modo de dispersao intermedidrio entre o balonismo e a locomocao pelo substrato
(movimento cursorial) é definido como rigging. Neste, as aranhas sobem nas parte
mais altas da vegetacao e liberam um fio de seda que alcanca outro ponto através do
movimento do ar (Gonzaga, 2007). Este tipo de dispersdo tem um alcance mais curto
que o balonismo, mas apresenta um risco de mortalidade menor e com possibilidade de
direcionamento do movimento (Samu et al., 1999).

Muitos trabalhos ressaltam a dificuldade em se obter uma medida direta da capa-
cidade de dispersdao das aranhas. A ocorréncia de balonismo, por exemplo, s6 foi do-
cumentada para poucas espécies (Schneider et al., 2001). Entretanto, é possivel obter
estimativas indiretas da taxa de migracao entre populagoes por meio da andlise gené-

tica dos individuos, como tem sido feito recentemente para varias espécies de aranhas
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(Ramirez & Fandino, 1996; Ramirez & Haakonsen, 1999; Colgan et al., 2002; Vander-
gast et al., 2004; Johannesen et al., 2005; Bidegaray-Batista et al., 2007; Bonte, 2009;
Lubin et al., 2009; Smith et al., 2009; Reed et al., 2011). Assim, a partir das anélises
de dados genéticos moleculares pode-se inferir a dinamica populacional de aranhas em

um determinado habitat.

1.3.3 Familia Lycosidae

A familia Lycosidade é representada por 2382 espécies e 118 géneros (Platinick,
2011) que ocorrem em todo o mundo, sendo constituida por espécies errantes que ca-
cam ativamente ou por emboscada (Ford, 1978; Foelix, 1982). As espécies da familia
Lycosidae sao conhecidas como “aranhas-lobo’em referéncia a sua estratégia de forra-
geamento (Sordi, 1996).

Durante o periodo reprodutivo, as aranhas Lycosidae apresentam cuidado parental,
o que lhes confere a denominacao de subsociais (Shear et al., 1989). As fémeas desta
familia constroem a ooteca e a mantém preso ao corpo; Na época do nascimento, os
juvenis escalam o corpo da mae e permanecem sobre ele por cerca de uma semana
(Sordi, 1996).

As aranhas Lycosidade apresentam dois comportamentos associados ao uso da teia:
o primeiro envolve a utilizacdo da seda para construcao de ootecas, balonismo e oca-
sionalmente a construcdo de refigios temporarios, como nos géneros Pardosa, Lycosa
(Sordi, 1996). O segundo estd associado & permanéncia prolongada nos refigios, como

no género Aglaoctenus (Sordi, 1996; Santos & Brescovit, 2001).

1.3.4 Aglaoctenus lagotis

O género Aglaoctenus é representado por aranhas sul-americanas que constroem
teias, constituindo uma excecao dentro da familia Lycosidae, composta preponderan-

temente por aranhas errantes (Sordi, 1996; Santos & Brescovit, 2001). A teia dessas
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aranhas, bastante peculiar, ¢ constituida por uma lamina de seda e um tubo que se afu-
nila até adentrar um abrigo em meio a vegetacdo (Sordi, 1996)(Figura 1.5). A escolha
dos locais para construgao de teias considera a estrutura da vegetacao, o microclima, e
a disponibilidade de presas (Izidoro & Del-Claro, 2005).

Aglaoctenus lagotis (Holmberg, 1876), é uma espécie de Lycosidae que ocorre na
América do Sul, desde a Colombia até a Argentina em fragmentos de Mata Atlantica
(Santos & Brescovit, 2001). Essa espécie prefere ambientes imidos e com baixa exposi-
¢ao ao sol (Rubio & Torres, 2003). A dispersao de A. lagotis parece acontecer de forma
restrita, uma vez que as formas juvenis constroem suas teias proximas a teia materna
(Santos & Brescovit, 2001). Um fator importante para distribuicdo dessa espécie parece
ser a abundancia de alimento: Em locais com recursos abundantes, as teias de A. lagotis
possuem distribuicao agregada, que se torna mais espacada em ambientes de alimento

mais escasso (Pellegrino et al., 2005).

Figura 1.5: Imagem de Aglaoctenus lagotis sobre sua teia.
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1.4 Marcadores moleculares no estudo de genética populacio-

nal

As tecnologias de andlise molecular da variabilidade do DNA permitem determinar
os denominados "marcadores moleculares”, que sdo todo e qualquer fen6tipo molecular
proveniente de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA; constituindo
importantes ferramentas em estudos populacionais, pois podem fornecer informacoes
importantes sobre a composicao das populacoes, como variabilidade genética e grau de
parentesco entre individuos, e sobre a estrutura genética dessas populagoes, represen-
tada pelo grau de diferenciagao genética entre elas (Avise, 2004; Ferreira & Grattapaglia,

1998).

1.4.1 Microsatélites

Microssatélites, ou sequéncias simples repetidas (SSR), sdo compostos por sequén-
cias de um a seis pares de base repetidos em tandem, abundantes e dispersos por todo
o genoma, dos organismos eucariéticos. Como marcadores codominantes, os locos espe-
cificos sdo usados frequentemente para o fingerprinting de DNA, teste de paternidade,
para a construgao de mapas de ligagdo e os estudos genéticos da populagao (Hayden &
Sharp, 2001).

Os marcadores moleculares SSR apresentam caracteristicas altamente desejaveis
para o estudo de diversidade e estrutura genéticas de populagoes: 1) sdo marcadores
codominantes, ou seja, ambos os alelos de um individuo heterozigoto sdo visualizados
no gel; 2) estao ampla e uniformemente distribuidos pelo genoma dos eucariotos; 3) sdo
altamente multialélicos (McCouch et al., 1997); 4) sdo amplificados via PCR, o que faci-
lita sua obten¢ao mesmo com poucas quantidades de DNA; 5) e, uma vez desenvolvidos,
os primers que amplificam tais regides do genoma, podem ser facilmente compartilhados

entre laboratérios (Suganuma & Ciampi, 2001). Todas essas caracteristicas tornam os
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microsatélites marcadores eficientes nas andlises de diversidade genética de populacoes.

(Powell et al., 1995; Rajora et al., 2000)

1.4.2 Gene mitocondrial COI

Outro sistema de marcadores moleculares muito utilizado para o estudo de genética
de populagées é o DNA mitocondrial (mtDNA). Desde o inicio de sua aplicacao foi
utilizado para examinar questoes de genética e evolucdo como estrutura populacional,
padroes de hibridizacao, e relagoes evolutivas em uma variedade de taxons de animais
(Gerber et al., 2001)

Vérios atributos deste marcador foram responsaveis pela permanéncia de sua popu-
laridade nos estudos de evolucdo, como a auséncia de mecanismos de reparo eficientes
que permite uma rapida evolucao das sequencias de mtDNA, o que as torna vidveis para
analises de estrutura populacional (Brown et al., 1979). Além disso, a heranga materna,
a natureza nao recombinante e os altos niveis de polimorfismo fazem do mtDNA um
marcador extremamente 1til no estudo de processos como fluxo génico, efeito do funda-
dor, gargalos genéticos e, mais recentemente, inferéncias filogeogréficas (Avise, 2004).

Regides especificas do DNAmt evoluem a diferentes taxas, podendo ser utilizadas
como ferramentas para o estudo de evolucdo em hierarquias taxonomicas distintas. O
gene mitocondrial COI, por exemplo, é usado extensamente para inventario de espécies
baseado em sequéncia de DNA ou DNA barcoding, (Erpenbeck et al., 2005; Seifert
et al., 2007; Alessandrini et al., 2008; Rock et al., 2008; Smith et al., 2008; Gall, 2010;
Jung & Lee, 2011) mas, também tem se mostrado ttil para investigagao filogeografica e
populacional de uma tnica espécie (Yu et al., 2009; Solorzano et al., 2009; Pavesi et al.,

2011).
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2 Objetivos

Este trabalho propos o estudo da diversidade genética e estrutura populacional de
Aglaoctenus lagotis em areas da Mata Atlantica do Estado de Sdo Paulo utilizando
marcadores de microsatélites e de mtDNA com o objetivo de investigar a dinamica
populacional desta espécie e a conectividade das populacoes de A. lagotis entre rema-

nescentes florestais.

2.1 Objetivos especificos

e Desenvolver primers especificos para A. lagotis para amplificacdo de locos de

microssatélites.
e Estimar a variabilidade e estrutura genéticas das populacoes de A. lagotis;

e Inferir os processos responsaveis pela atual distribuicao da variabilidade e conec-
tividade entre os fragmentos na regiao estudada, comparando os dois tipos de

marcadores utilizados;
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3 Materiais e Métodos

3.1 Coletas

As coletas foram realizadas entre marco de 2007 e marco de 2008, concentrando-
se entre janeiro e maio, meses tipicamente chuvosos (59 a 243,3 mm/més), em que ha
abundancia consideravel de aranhas. Todos os individuos foram coletados manualmente
e levados vivos para o laboratério, apés a identificacdo, as aranhas coletadas tiveram
seu DNA imediatamente extraido ou ficaram armazenadas em nitrogénio liquido até

sua utilizacao. A tabela 3.1 mostra as datas de coleta para cada local amostrado.

Tabela 3.1: Relacao das datas de realizagdo das coletas de amostras de material biolégico.

Local ‘ Periodo de coleta

Ribeirdo Cachoeira 13/01,/2007 a 05/09/2007
St. Antonio das Mangueiras | 10/01/2008 a 13/03/2008
Valinhos 06,/03,/2008 & 09,/05,/2008
Japi 1 31/01/2008 a 02,/04/2008
Japi 2 01,/05/2007 a 18/05/2007

3.1.1 Area de estudo

Foram estudadas cinco populacoes de Aglaoctenus lagotis nos seguintes fragmentos
(Figura 3.1): 1) Fazenda Santo Anténio das Mangueiras (ANT), localizada na Area
de Protegdo Ambiental (APA) de Sousas e Joaquim Egidio, Campinas, SP; 2) Ribeirao
Cachoeira (RC), localizada na Area de Protecdo Ambiental (APA) de Sousas e Joaquim
Egidio, Campinas, SP; 3) Observatério Abrahdo de Moraes (VAL), Valinhos, SP; 4 e
5) Serra do Japi (Japi 1 e Japi 2), Jundiai, SP.

Na tabela 3.2 encontram-se a localizacdo e o tamanho aproximado de cada ponto

de coleta, bem como o nimero de individuos (N) analisados em cada area.
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Figura 3.1: Area de estudo. 1) Santo Antonio dos Mangueiras (APA de Souzas e Joaquim
Egideo, Campinas, SP); 2) Ribeirdo Cachoeira (APA de Souzas e Joaquim Egideo, Campinas,
SP) 3) Observatério Abrahdo de Moraes, (Valinhos, SP); 4) Serra do Japi 2 (Jundiai, SP) e
5) Serra do Japi 1 (Jundiai, SP).

3.2 Extracao e quantificacao de DNA

Foram utilizados para extracdo de DNA apenas o tecido do cefalotérax e das per-
nas. A partir da sugestdo do fabricante do kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega), adaptou-se um protocolo que consistiu nas seguintes etapas: 1) maceragao
de até 2 g de tecido; 2) adicdo de 600 uL de solucao de lise (Cell Lisin Solution); 3)
aquecimento do macerado a 65°C durante a noite; 4) descanso de 4 minutos a tempe-
ratura ambiente; 5) adi¢do de 200 uL de solugao de precipitagdo de proteinas ( Protein
Precipitation Solution); 6) homogeneizacao das amostras ao vértex por 20 segundos;
7) resfriamento em gelo por 5 minutos; 8) centrifugagdo por 6 minutos a 10.000 g e
25°C; 9) transferéncia do sobrenadante para um novo microtubo com 600 uL de élcool
isopropilico absoluto; 10) centrifugagdo das amostras por 2 minutos a 10.000 g e 25°C;
11) descarte do sobrenadante; 12) adi¢ao de 600 uL de etanol 70% em cada microtubo;

13) centrifugacdo das amostras por 2 minutos a 10.000 g e 25°C com posterior descarte
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Tabela 3.2: Descrigdo dos pontos de coleta: Municipio, municipio de localizacao dos fragmen-
tos; Tamanho, tamanho em hectares dos fragmentos estudados; Coordenadas, coordenadas de
cada fragmento obtidas com base no sistema de posicionamento global (GPS); N, nimero de
individuos utilizados na anélise.

Populagao | Municipio | Tamanho (ha) ‘ Coordenadas ‘N

ANT Campinas 50 22°48’567S, 46°56'3170 | 27

RC Campinas 245 22°49'56"S, 46°55’4070 | 22
VAL Valinhos 100 23°00357S, 46°57°43"70 | 29
JAPI1 Jundiai 20.000 23°14'137S, 46°56’1870 | 34
JAPI2 Jundiai 20.000 23°13'377S, 46°58'0670 | 19

dos sobrenadantes; 14) secagem dos microtubos por 15 minutos; 15) adigdo de 50 uL
de dgua ultrapura; 16) agitacio manual dos microtubos para solubilizar o DNA; 17)
repouso por 10 minutos; 18) congelamento para estocagem.

Para avaliar sua qualidade e concentracao, o DNA extraido foi comparado com o
DNA-padrao LowDNA Mass (Invitrogen) em eletroforese de gel de agarose 1% (p/v)
utilizando tampao TBE 1X (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA) contendo brometo de
etideo, em voltagem de 100 V por 40 minutos. O DNA das amostras foi diluido para

uma concentracao padrao de 10ng/ul .

3.3 Construcao de biblioteca enriquecida com microsatélites

Para a caracterizacao da variabilidade genética de Aglacotenus lagotis foi construida
uma biblioteca genomica para a selecdo dos fragmentos contendo marcadores molecu-
lares microssatélites (SSR). O protocolo utilizado para a construgao da biblioteca foi
descrito por Billotte et al. (1999). As etapas da construcao da biblioteca e respectivas

modificagoes do protocolo estdo decritas abaixo.
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3.3.1 Digestao do DNA para construcao da biblioteca

O DNA foi digerido para gerar fragmentos de tamanhos adequados. Um total de
6,5 g de DNA foi digerido utilizando 0,5 U/ul da enzima Rsa I (Invitrogen) a 37°C
por 15 horas. A verificacao da digestao foi feita em gel de agarose . As condicoes de
eletroforese utilizadas aqui e ao longo de todo protocolo de construgdao da biblioteca
foram: gel de agarose 1,0% (p/v), tampao TBE 1X, contendo brometo de etideo, e

voltagem de 70 V por 1 hora e 30 minutos.

3.3.2 Ligacao aos adaptadores

O produto da digestao foi ligado aos adaptadores Rsa21 (5> CTCTTGCTTACGCGTG-
GACTA 3’) e Rsa25 (5 TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA 3), a fim de garantir
que todos os fragmentos tivessem uma terminacdo comum e conhecida. A reacao de li-
gacao foi realizada a 20°C por 2 h em termociclador utilizando-se 20% (v/v) do produto
da digestao; 0,4uM de Rsa2l; 0,4uM de Rsa25; 8% (v/v) de enzima T4 DNA Ligase

(Invitrogen); e 20% (v/v) de tampao (Invitrogen)

3.3.3 Pré-amplificacao

A etapa de pré-amplificagao foi feita visando aumentar a quantidade de fragmentos
que foram ligados aos adaptadores. Na reacao utilizou-se 3,0 uL de fragmentos ligados
aos adaptadores e 47 uL de reagdo de PCR (0,2 mM de dNTPs ; 0,4 uM de Rsa21; 5 U
de Taq DNA polimerase [Fermentas Life Sciences]; 1,5 mM de MgCly e 10% (v/v) de
tampao [Fermentas Life Sciences]). A ciclagem utilizada foi: 1) desnaturacao inicial a
95°C por 4 minutos; 2) 20 ciclos: de 94°C por 30 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C
por 2 minutos; e 3) extensao final a 72°C por 8 minutos.

Em seguida, o produto de PCR foi purificado utilizando o Kit QIAquick (Quiagen),

conforme instrucoes do fabricante.
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3.3.4 Selecao e Amplificacao dos Fragmentos

Apés a purificacdo, foi realizada uma etapa de selecdo de fragmentos de DNA con-
tendo microssatélites. A selegao foi obtida através de beads magnéticas (Promega) e
de sondas biotiniladas contendo repeti¢oes em tandem de dinucleotideos CT (5’ biotin-
[CTJs 3") e GT (5’biotin-[GT]s 37).

A solucao de beads foi lavada quatro vezes com 300 uL. de tampao SSC 0,5 X
(diluicao do tampao SSC 20X [Cloreto de Sédio 3 M e Citrato de Sédio 0,3 M pH 7.,0]).
Paralelamente, o DNA foi diluido 5X e incubado a 95°C por 15 minutos. Depois, a
amostra recebeu 13 pl de SSC 20x e 150 uM de cada oligo biotinilado, foi deixada em
temperatura ambiente e agitada suavemente em intervalos de um 1 minuto durante 20
minutos.

Em seguida, adicionou-se os beads & solucdo de DNA e oligonucleotideos,e incubou-
se a mistura por 10 minutos a temperatura ambiente, sempre agitando gentilmente.
Depois a amostra foi colocada em uma estante magnética, para que os fragmentos de
DNA ligados as sondas biotiniladas fossem atraidos pelo campo magnético e seleciona-
dos. Os beads foram lavados quatro vezes em SSC 0,1X e finalmente ressuspendidos
em 250 pL de dgua ultrapura.

Dos fragmentos selecionados, 20ul. foram utilizados para amplififcagdo por PCR
num volume total de 100 uL de reagdo (0,2 mM de dNTPs, 0,4 uM do primer Rsa21,
3 U de Taq DNA polimerase [Fermentas Life Sciences|, 1,5 mM de MgCly e 10% (v/v)
de tampao [Fermentas Life Sciences]).

A ciclagem utilizada foi: 1) desnaturacao inicial a 95°C por 1 minuto; 2) 25 ciclos
de amplificacdo de 94°C por 40 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos;
e 3) extensdo final a 72°C por 5 minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a

verificacdo em eletroforese de gel de agarose.
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3.3.5 Clonagem e transformacao

Os fragmentos amplificados foram ligados a um vetor de clonagem pGem -T-Vector
(kit pGem-T Vector System I, Promega). A ligacao foi feita a 4°C por 15 horas, com
50 ng de plasmideo, 3 U de ligase (todos componentes fornecidos pelo kit) e 8 pL dos
fragmentos, num volume final de 10uL.

Cerca de 100 pL de células competentes XL1-Blue (Escherichia coli, Stratagene)
foram adicionadas a 4 uL de fragmentos ligados ao vetor. Para a etapa de transformagao
as células foram deixadas sobre gelo durante 20 minutos, mergulhadas em banho-maria
a 42°C por dois minutos, e recolocadas no gelo por mais 5 minutos. Apds o choque
térmico, em camara-fluxo, adicionaram-se 450 uL. de meio LB (0,1% [p/v] de triptona,;
0,05% [p/v] de extrato de levedura; 0,1% [p/v] de NaCl; pH 7,0) autoclavado e pré-
aquecido a 37°C. Em seguida, as células foram encubadas em estufa a 37°C por 50
minutos.

Apéds a incubacao, 200 L. das células transformadas foram aliquotados sobre placa
de Petri contendo meio LB sélido (0,1% [p/v] de triptona, 0,05% [p/v] de extrato de
levedura, 0,1 % [p/v] de NaCl e 0,15% [p/v] de Select Agar, em pH 7,0) contendo 100
pg/mlL de ampicilina. Também aliquotou-se na placa de Petri 60 pL de IPTG (20%
[p/v]) e 60 puL de X-GAL (2% [p/v]). Em seguida, as placas de Petri foram deixadas
em estufa a 37°C por 15 horas.

Apés a incubagdo, as colonias de coloragao branca (96 unidades) foram repicadas
em pogos de microplaca do tipo ELISA contendo 140 L de meio 2YT-HMFM (1,6%
[p/v] de triptona, 1% [p/v] de extrato de levedura, 0,5% [p/v] de NaCl, 0,0076% [p/V]
de MgSO, [TH50], 0,045% [p/v] de Citrato de Sédio, 0,09% [p/v] de (NH4)2SOy, 4,4%
[p/v] de glicerol, 0,18% [p/v] de KHyPOy4 ¢ 0,47% [p/v] de KsHPO,) acrescido de 100
pg/ml de ampicilina. As placas foram mantidas em estufa a 37°C por 15 horas, fechadas

com adesivo selador (AB-Gene) e transferidas para freezer -20°C.
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3.3.6 A mplificacao dos insertos clonados

Para verificar o sucesso da etapa anterior, 1 uL. das células clonadas em suspensao
foram adicionadas a 24 pl de reagdo de PCR (0,4 mM de dNTPs; 0,25 uM de Rsa2l;
1 U de Taq DNA polimerase [Fermentas Life Sciences|; 0,4 mM de MgCly; e 10% (v/v)
de tampéao [Fermentas Life Sciences] ).

A ciclagem utilizada foi: 1) desnaturagao inicial a 95°C por 4 minutos; 2) 30 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 52°C por 45 segundos e 72°C por 1,5 minuto; e 3) extensao
final a 72°C por 8 minutos. Em seguida, os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose e os clones transformados foram mantidos a -80 °C até o

inicio da etapa seguinte.

3.3.7 Extracao do DNA plasmidial

Nesta etapa, 2 ul das colonias clonadas crescidas em meio LB foram transferidas
para uma placa de pogos fundo (AB-GENE), onde foram incubadas em agitador a 370
rpm por 22 horas em 1ml de meio Circle Grow (QBIO-GENE) contendo 100 ug/ml de
ampicilina.

Apés o periodo de incubacao, a placa foi centrifugada a 3000 g por 6 minutos e
o sobrenadante descartado. Em seguida, lavou-se as células em 240 ul de meio GTE
(2,6% [v/v] de Tris 1M [pH 7,4]; 2,0% [v/v] de EDTA 0,5M [pH 8,0] ;e 4,6% [v/v] de
solugdo de glicose a 20% [v/v]) agitando-se em vértex por 2 minutos. A lavagem foi
repetida com 80 ul de GTE por 5 minutos.

Em prosseguimento ao protocolo , cerca de 60 ul de suspensao de células foram
transferidas para placas do tipo ELISA contendo 50ug de RNAse (Ribonuclease A,
Sigma). Em seguida, foram adicionados 60 ul de NaOH 0,2M/SDS 1%, e a solugédo
descansou a temperatura ambiente por 10 minutos. Para se obter a lise das células,

acrescentou-se 60 pl de solucao gelada de KOAc (3M), e incubou-se a a placa a 90 °C
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por 50 minutos. Depois, a mesma foi resfriada em gelo por 10 minutos e centrifugada
a 4000 g por 4 minutos.

Para eliminar os lisados celulares, uma placa-filtro (Millipore cat) foi fixada sobre a
placa ELISA, e o conjunto (placa-filtro + placa ELISA) foi centrifugado a 4000 g por
4 minutos a 20 °C.

A lavagem do pellet foi feita com 110 ul de isopropanol absoluto (4000 g por 45
minutos a 20 °C) e depois com 200 ul de etanol 70% (4000 g por 5 minutos a 20 °C). A
secagem consistiu na inversao da placa sobre papel absorvente, e posterior centrifugacao,
nesta posicao, a 600 g por 1 minuto. Decorrido o tempo de secagem de 30 minutos ,
adicionou-se 60 ul de dgua ultrapura autoclavada.

A qualidade e concentracao de DNA de uma amostra aleatoria dos plasmidios foram
verificadas em gel de agarose. Utilizou-se 3ul dos plasmidios obtidos em comparacao
com um plasmideo comercial (P-Gem 3Z, kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing

Kit, Applied Biosystems). As placas contendo os plasmideos extraidos foram congeladas

a -20 °C.

3.3.8 Sequenciamento dos insertos contendo microssatélites

Para a reagao de sequenciamento foram usados os primers pUC/M13 direto ((5’
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3’) e pUC/M13 reverso (5" TCACACAGGA-
AACAGCTATGAC 3’) adicionados aos reagentes do kit BigDye Terminator Cycle Se-
quencing version 3.1 (Applied Biosystems), conforme instrugdo do fabricante. Depois
desta etapa, o sequenciamento foi feito no analisador ABI PRISM 3100 Genetic (Ap-
plied Biosystems). A qualidade das sequencias foi feita usando o programa Chromas

lite (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html).
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3.3.9 Desenho de primers para amplificacao de microssatélites

Os primers foram desenhados com o programa primer3 (http://fokker.wi.mit.

edu/primer3/input.htm). Usando os seguintes parametros:

1. Temperatura de anelamento: de 50 a 65°C, sendo 58°C a temperatura 6tima.
2. Conteddo de GC: de 35 a 60%.
3. Tamanho do primer. De 18 a 20 pares de base.

4. Tamanho do produto: de 150 a 250 pares de bases, sendo 200 o tamanho étimo.

3.4 Amplificacao dos loci de microsatélites
3.4.1 Condicgoes utilizadas na reacao de PCR

Na reacao de PCR o volume usado foi de 25 uL e os reagentes foram adicionados
nas seguintes concentracoes: 10ng de DNA, 0,2 mM de dNTP, 0,5uM de cada primer
e 1 U de tag DNA polimerase. As temperaturas de anelamento e as concentracoes de

MgCl, variaram de acordo com cada loco (Tabela 3.3).

Tabela 3.3: Condigdes de PCR para amplificacdo dos locos de microsatélites de Aglaoc-
tenus lagotis. TA(°C), Temperaturas de anelamento em graus centigrados; MgCly (mM),
concentracdo em milimolar de de cloreto de magnésio.

Locus | TA (°C) | MgCl2 (mM)
Alal 56 1.8
Ala2 61 2.5
Ala3 50 3,0
Alad 50 3,0
Ala5 52 3,0
Ala6 51 3,0
Ala7? 50 2.8
Ala8 56 2,4

A ciclagem utilizada foi: 1) desnaturagao inicial a 95°C por 2 minutos; 2) 25 a 35

ciclos de 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento especifica (vide Tabela 3.3)
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por 30 segundos e 72°C por 45 segundos; e 3) extensao final a 72°C por dez minutos.

3.4.2 Eletroforese e genotipagem dos loci de microssatélites

A genotipagem dos individuos foi feita por eletroforese em gel de poliacrilamida
7% em tampao TBE 1X e submetida a 150 V por 4 h. Os produtos de PCR foram
comparados com marcadores de peso molecular de 10 e 50 pares de base (Invitrogen)
para estimar o tamanho dos alelos. Apds a corrida, os géis foram corados com prata
seguindo protocolo de Creste et al. (2001). Em seguida a genotipagem foi feita pela

leitura direta dos géis.

3.5 Amplificacao por PCR do gene mitocondrial COI
3.5.1 Condicoes utilizadas na reacao de PCR

Na reacdo de PCR o volume usado foi de 50 uL e os reagentes foram adicionados
nas seguintes concentracoes: 15 ng de DNA, 3,0 mM de magnésio, 0,2 mM de dNTP,
0,4 uM de cada primer e 1 U de Taq DNA polimerase.

Os primers utilizados foram: 1) C1-J-1751: 5-GAGCTCCTGATATAGCTTTTCC-
3" (Simon et al., 1994); e 2) C1-N-2776: 5-GGATAATCAGAATATCGTCGAGG-3’
(Figura 3.2)(Hedin & Maddison, 2001).

A ciclagem utilizada foi: 1) desnaturagao inicial a 95°C por 3 minutos; 2) 35 ciclos
de 94°C por 1 minuto, 48°C por 1 minuto e 72°C 2 minutos; 3) e extensao final a 72°C
por cinco minutos.

As reagoes de PCR foram verificadas em corrida em gel de agarose 1% (p/v) em

tampao TBE 1X, contendo brometo de etideo, e voltagem de 100 V por 40 minutos.
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Figura 3.2: Representacdo gréfica do genoma mitocondrial padrdo de animais. Em destaque
a localizacdo dos primers C1-J-1751 e C1-N-2776 utilizadas na amplificacdo do gene COI de
Aglaoctenus lagotis.

3.5.2 Purificacao dos fragmentos de PCR de COI para sequenciamento

As amostras de DNA foram purificadas usando a técnica de precipitacao por PEG.
As etapas do protocolo foram as seguintes: 1) adigdo de 50 pL da solugdo de PEG
(2% de PEG, 2,5 M NaCl) a reacao de PCR; 2) incubacdo da mistura por 15 minutos
a 37°C; 3) centrifugagdo por 15 minutos a 10.000 g; 4) descarte do sobrenadante; 5)
adigao de 125 pL de etanol 80% e centrifugagao por 2 minutos a 10.000 g; 6) repeticao

da etapa anterior; 7) secagem do etanol; 8) adigdo de 10 uL de dgua ultrapura.

3.5.3 Sequenciamento do gene mitocondrial COI

Cerca de dez individuos de cada uma das cinco populagoes foram sequenciados.
A reacdo de sequenciamento foi feito em ambos as direcoes usando os primers C1-J-
1751 e C1-N-2776 a partir de DNA previamente purificado. O kit BigDye Terminator
Cycle Sequencing version 3.1 (Applied Biosystems) foi utilizado, conforme instrugao
do fabricante, e o sequenciamento foi feito no analisador ABI PRISM 3100 Genetic

(Applied Biosystems). A qualidade das sequencias foi feita usando o programa Chromas
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lite (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html).

3.5.4 Verificagcao da presenca de Numts nas seqiiéncias

A integracao nuclear do mtDNA que gera pseudogenes mitocondriais nucleares
(numts) é um fenomeno relatado em vérios tdxons de eucariotos (Bensasson et al.,
2001). Segundo Richly & Leister (2004), cerca de 99% das sequéncias mitocondriais
depositadas no GenBank se transferiram para diferentes partes do genoma humano e
de ratos. Além disso, foram relatados numts em vérias ordens de insetos (Pamilo et al.,
2007; Black 4th & Bernhardt, 2009; Koutroumpa et al., 2009), poriferos (Erpenbeck
et al., 2011) e aves (Kerr, 2010). Esses achados indicam que numts sdo comums e que
o uso de primers universais pode levar a co-amplificacao do gene mitocondrial e de seus
psedogenes nucleares (Zhang & Hewitt, 1996; Bensasson et al., 2001), resultando na
superestimativa no numero de espécies identificadas com base no gene COI (Song et al.,
2008).

Uma das estratégias usadas para identificar possiveis numts é a presenca de cdédons
de parada em regioes de quadro aberto de leitura (Song et al., 2008). Nas sequéncias
obtidas neste trabalho nao encontramos nenhuma indicagao de interrupcao de sintese
do gene COI. Mesmo assim, nao se pode eliminar por completo a possibilidade de infe-
réncias incorretas dos dados mitocondriais, sendo idealmente necessario conjugar fontes
diferentes de informagoes (Song et al., 2008). Caso os diferentes hapldtipos fossem
resultado da amplificacao aleatoéria de copias nucleares do gene COI dificilmente encon-
trariamos um padrao de estrutura genética semelhante nas andlises de um marcador
molecular independente. Como encontramos congruéncia nos dados de microsatélites é

pouco provavel é que tenham sido utilizados pseudogenes nucleares em nossas anélises.

26



3 MATERIAIS E METODOS

3.6 Analise dos dados
3.6.1 Dados obtidos com marcadores de microsatélites

O numero de alelos por locus(A), e as heterozigozidades esperadas e observadas
(Ho e Hg) foram analisadas usando o programa Genetix 4.05.2 (Belkhir et al., 2004).
O equilibrio de Hardy-Weinberg e o desequilibrio de ligacao foram testados (teste exato
de Fisher) usando o programa GENEPOP versao 3.4 (Raymond & Rousset, 1995).
Em seguida, os dados de ambos os testes foram submetidos a corre¢gdo sequencial de
Bonferroni (Rice, 1989). Os valores Fgr foram analisados usando o estimador ¢ de Weir
& Cockerham (1984) com o programa fstat (Goudet, 1995). A frequéncia de alelos
nulos foi calculada usando o programa Cervus version 3.0 (Marshall et al., 1998). Os
valores de Fgr corrigidos considerando alelos nulos foram estimados usando o programa
FreeNa (Chapuis & Estoup, 2007). Para analisar o efeito das distancias geogréficas
entre populacoes, uma matrix contendo estimativas de Fgr par a par foi comparada
a uma matrix contendo as distancias pareadas por meio do teste de Mantel (Mantel,
1967; Mantel & Valand, 1970), conduzido usando o programa GENEPOP versao 3.4.
(Raymond & Rousset, 1995)

Foi utilizado o programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) para definir o nu-
mero de grupos (K) mais provdvel nas amostras, através de métodos bayesianos. Foram
testados 10 arquivos de parametros contendo valores de k=1 a k=10, com dez corridas
para cada valor de K, admitindo um modelo com mistura (pressupomos que as amos-
tras de uma populagao nao sao isoladas das outras), frequéncias alélicas correlacionadas,
10.000 burnins e 100.000 simulagoes de Monte Carlo de cadeias de Markov (MCMC). A
selecdo do nimero K mais provéavel foi realizada através dos valores de AK, de acordo

com o método proposto por Evanno et al. (2005).
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3.6.2 Dados obtidos com marcador mitocondrial COI

O alinhamento das sequéncias do gene mitocondrial COI e foi feita utilizando o
programa MEGA (Tamura et al., 2007). Os indices de diversidade, Fgr e testes de neu-
tralidades do gene mitocondrial COI foram feitos usando ARLEQUIM 2.0. (Excoffier
et al., 2005)

A rede de haplétipos foi feita usando o programa TCS 1.21 (Clement et al., 2000).
As relacoes genealdgicas entre os individuos foram reconstruidas usando métodos filo-
genéticos por haverem grupos bem divergentes de individuos nas amostras. O modelo
de substituicdo mais adequado as sequéncias foi definido como o de Hasegawa, Kishino,
e Yano (Hasegawa et al., 1985), usando o critério de informacao de Akaike (AIC) no
programa ModelTest (Posada & Crandall, 1998). A filogenia foi reconstruida pelo mé-
todo de maxima verossimilhanga no programa GARLI (Zwickl, 2006) usando 1x10°
geracoes do algoritmo, 1000 interagoes, e 100 repeticoes de boostraping para determinar
a confiabilidade de cada n¢ interno da &rvore.

Foi feita uma andlise de clados aninhados (NCA - Nested Clade Analysis), que
possibilita inferéncias sobre a histéria demografica das populagoes a partir da rede de
haplétipos e sua distribuicao geografica, com o objetivo de diferenciar eventos histéricos
da estrutura genética das populacoes (Templeton et al., 1995; Templeton, 1998, 2001).
O programa GeoDis 2.2 (Posada et al., 2000), que busca por associagoes significativas
entre distancias genéticas e geogréficas, foi utilizado na analise. Foram realizados testes
de contingéncia permutacional para todos os clados, além de estimativas de distancias

dos clados (Dc) e distancias dos agrupamentos (Dn) (Templeton et al., 1995).
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4 Resultados

4.1 Biblioteca enriquecida com microsatélites

A partir da biblioteca construida foram obtidos 96 clones sendo que em 27 (28,12%)
foram encontrados insertos com motivos de microssatélites maiores do que dez repeti-
goes. Desses, cinco possuiam repeticoes de mononucleotideos (18,5%), e 22 de dinucle-

otideos (81,5%) (Figura 4.1).

® Mononucletideos

W Dinucleotideos

Figura 4.1: Proporcao dos microsatélites encontrados, classificados pelo tamanho da unidade
de repeticao.

Em seguida, foram selecionadas 18 sequéncias com regiao flanqueadora adequada
para o desenho dos primers direto e reverso (Tabela 4.1). Deste total, oito continham
locos de microsatélites (44,4%) classificados como compostos, sete (38,9%) como per-
feitos, e apenas trés (16,7%) como interrompidos (Figura 4.2). Os primers sintetizados
apresentaram em média 43,29% de GC, produtos com tamanho médio de 215,72 pares
de bases, e temperatura média de dissociagdo (Tm) de 54,27°C.

Ao final do processo de padronizacdo das reagdes de PCR, 8 das 18 sequéncias
sintetizadas apresentaram amplicons polimérficos e foram usadas para caracterizagao

de individuos em cinco populacoes de A. lagotis.
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Tabela 4.1: Primers desenhados para amplificacdo de microsatélites de Aglaoctenus lagotis. Tm (°C), temperatura de dissociagdo; D
sequéncia direta ; R, sequéncia reversa; produto, tamanho dos produtos de PCR em pares de base.

Loco Motivo de repetigao Tm°C Sequéncia dos primers Produto | % GC Classificagao

AllagotisMicrosatl (CA)14(TA)G 54 | D:CTTTCGAATTGCCTACCTT |R: TTGATGTCTACGATGTTGGA 209 41.0 Composto

A lagotismicrosat2 (TA)4(TG)17 55 | D:TTACGATGGATTACCGTGA | R:CCCACCATCTAGCAATGTA 244 44.7 Composto
Allagotismicrosat3 (TC)14(CA)13 55 | DIAACTTGCGCTAAAGGAAAC | R:IGATGTGGGAGTGGATGAGT 176 474 Composto
Allagotismicrosatd | (TA)5(GA)SGG (GA)7(GT)16| 55 | D:AACTAAGTCGTTCGGTTGG | R:CGCCGAAGATGAAATAAA 169 43.1 | Interrompido/ Composto
Allagotismicrosatb (TC)18(AC)7 55 | DITTTATCTGGGTCGTGCTTT | R:AAGATGCCTAGGAAGGTCA 182 44.7 Composto
Allagotismicrosat6 (TG)15 54 | D:AACTACTGGGCCGATCTTA | RITGAATGTGGGTAATTTGTGA 234 41.2 Perfeito
Allagotismicrosat7 (AC)5AT(AC)12 54 | D:GCTGAGTCAACCTCTCAAA | R:TGTGTTCAATCACCAACAA 248 42.1 | Interrompido/ Composto
Allagotismicrosat9 (AC)17 53 | D:CAACATGCATTTAACAACTG | RITTGTTACACCGTTCTTTCG 239 38.6 Perfeito

A lagotismicrosat10 (CA)12 51 | D:AAACTTAACTTCAGTGTCTG | R:ATCAATTCCCATGTGATCC 228 38.5 Perfeito
Allagotismicrosat11 (CA)9(TA)3 55 | D:ACCGCTCCTAATCAAACC R:AAGTCGCCAAACGTTGTAT 203 46.0 Composto
Allagotismicrosat 12 (TA)5 TGTA (TG)9 54 | D:GCATGATGACAACCACAAT | R:-TAGTTTAACTCGGCCTCCT 225 44.7 | Interrompido/ Composto
Allagotismicrosat13 (TG)11 55 | DITCATTCTTGAACGGCTACA | RIAGCAGAATAGGTTGGAAGG 235 44.7 Perfeito
Alagotismicrosat14 (GT11 55 | D:CATCATGCCATCTCAAGC R:CTTCGTGCAACAAATCAAT 201 43.4 Perfeito

A lagotismicrosat15 (TG)11 55 | D:CATTTGTCCACTCACGAAG |R:TCTCCGTTCTGATCTGATTT 240 43.7 Perfeito
Allagotismicrosat16 (TC)20(AC)6 54 | D:TTTATCTGGGTCGTGCTTT | R:AAGATGCCTAGGAAGGTCA 186 41.3 Composto

A lagotismicrosat17 (TG)12 53 | DITCACTCGACATGAGTCCAC | R:ACAACATTTAGCACAGCAT 246 44.7 Perfeito
Allagotismicrosat18 (CA)15(TA)3 55 | DITTCTGTTCTCGCAAATACG | R'TATTTGCCGGTGTAAGTCA 210 42.1 Composto
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m Compostos
| Perfeitos

= Interropido

Figura 4.2: Proporcao dos microsatélites encontrados, classificados pela composicao.

4.2 Analise dos dados obtidos com marcadores de microssaté-

lites

A genotipagem das cinco populacoes estudadas revelou a presenca de 71 alelos, 18
deles (25,35%) em frequéncias inferiores a 5%, sendo considerados alelos raros (Tabela
4.2, Figura 4.3). Foram encontrados trinta e nove alelos privados (64,9%), ou seja,
observados somente em uma das cinco populagoes (Figura 4.4).

O numero médio de alelos por loco em todas as populagoes foi de 3,95 (Tabela 4.2).
Os locos Alad e Alab nao foram usados nas populagdes Ribeirao Cachoeira e Santo
Antonio das Mangueiras (Anexo 1) devido a dificuldades experimentais. Os locos Ala7
e Ala8 nao apresentaram polimorfismo na populacao Japi 1 assim como Alal e Alab na
populacao de Valinhos (Figura 4.3).

A populacdo Japi 1 apresentou maior niimero total de alelos (39), a maior quantidade
de alelos privados (15) e raros (10) (Tabela 4.2, Figura 4.4). A populagao de Valinhos
apresentou o menor numero alelos (22), e o menor nimero de alelos raros junto com

Japi 2 (Tabela 4.2, Figura 4.4).

31
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Tabela 4.2: distribuicéo dos alelos de microsatélites nas populacoes estudadas. Ntumero

médio de alelos por loco (A), ndmero de alelos totais (AT), privados (AP), e raros (AR).
Populagao | A | AT | AP | AR
1.67 28 8 7]
ANT 3,83 23 6 2
VAL 2,75 22 8 1
Japil 4,87 39 15 10
Japi2 3,62 29 1 1
Média 3,95 | |
Total | | 71 | 39 | 18

= VAL

15 I I I I m ANT
RC
0 I mJAPI2
| | mJAPIL
iR

Alal Ala2 Ala3  Alad AlaS Ala6 Ala7 Ala8

MNimero de alelos

Locos

Figura 4.3: Numero de alelos observados por loco e por populagao.

As heterozigozidades médias observada (Hp) e esperada (Hg) e os coeficientes de
endogamia (Fs) médios estao apresentados na Tabela 4.3. Foi detectada a presenga de
alelos nulos em todas as populagdes em desequilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 4.3).
Apenas um par de locos (Ala7/Ala8), na populagao Ribeirao Cachoeira, apresentou de-
sequilibrio de ligacao (Tabela 4.3). As estimativas das estatisticas F estdo apresentadas

na Tabela 4.4.
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Tabela 4.3: Estimativas de diversidade genética. Hp, Heterozigozidade observada; Hg, Heterozigozidade esperada; Fig, coeficiente de
endogamia; DWH, locos em desequilibrio de Hardy-Weinberg; DL, pares de locos em desequilibrio de ligagdo. Valores entre parentes nas
colunas Hp e Hg correspondem ao desvio padrao e na coluna de Fig ao intervalo de confianca de 95% determinado por Bootstrapping

Populagio| Ho | Hg | Fis | Locos com alelos nulos | DHW | DL
Japil 10,328 (0,269) [ 0,505 (0,325) | 0,354 (0,242-0,477) [ Ala2, Ala3, Ala5, AlaG Ala2, Ala3, Ala5, Ala6 -
Japi2 10,250 (0,138) | 0,554 (0,217) | 0,563 (0,408- 0,576) | Alal, Ala2, Ala3, Alad, AlaG, Ala7 | Alal, Ala3, Alad, Ala6, Ala7 -

RC | 0242 (0,170) | 0,638 (0,220) | 0,628 (0.479- 0,697) | Alal, Ala2 Ala3, AlaG, Ala7, Ala8 | Alal, Ala2, Ala3, Ala7, Ala8 | (Ala7/Ala8)
ANT 10,296 (0,212) | 0,549 (0,234) | 0,470 (0,410- 0,636) Aa27 Ala3, Ala6, Ala7, Ala8 Ala3, Ala7, Ala8 -
VAL 0,223 (0,213) | 0,391 (0,283) | 0,439 (0,215- 0,439) | Ala2, Ala3, Ala6, Ala7, Alag Ala3, Ala7, Ala8 -
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40 mA
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JAP1 JAPI2 RC
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s

Total
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Figura 4.4: Numero de alelos totais (A), alelos privados (AP) e raros (AR) observados nas
cinco populacoes estudadas.

Tabela 4.4: Estimativas globais das estatisticas F. Fig, coeficiente de endogamia; FIT,
coeficiente de endogamia total; Fsr, indice de fixacdo néo corrigido e Fgr* corrigido para a
presenca de alelos nulos. O intervalo de confianca, entre parénteses, de 95% foi determinado
por Bootstrapping

Fis | Frr | Fsr | Fst
0,44 0,628 0,342 0,337
(0,332-0,552) | (0,516-0,724) | (0,240-0,430) | (0,225-0,438)

*

Os valores de Fgr par a par (Tabela 4.5, Anexo 4 e Anexo 5) variaram de 0,106
a 0,507 (valores corrigidos para alelos nulos). No teste de Mantel, ndo se encontrou

correlacdo positiva entre o Fgr e a distancia geografica (p = 0,784; Figura 4.5).

Tabela 4.5: Valores de Fgt par a par das populagoes estudadas, dados de microsatélites.
Entre parénteses estao os valores corrigidos para alelos nulos. Os intervalos de confianca séo
mostrados no Anexo 4 ¢ no Anexo 5

| Japil | Japi2 | RC | ANT
JAPI2 | 0,112 (0,106)
RC | 0,182 (0,175) | 0,115 (0,081)
ANT | 0,438 (0,429) | 0,303 (0,287) | 0,222 (0,204)
VAL | 0,512 (0,507) | 0,423 (0,406) | 0,341 (0,304) | 0,166 (0,142)

O teste de atribuicdo populacional, indicou a presenca de dois grupos (A e B) nas

populagoes amostradas (Ak = 2, Figuras 4.6 e 4.7). A Figura 4.8 indica a localizagao
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Figura 4.5: Correlagio entre distancias genéticas (Fsr) e geograficas nas populagdes de A.
lagotis
geografica dos Grupos A e B. A populacdo Japi 1 e a maioria dos individuos das po-
pulagoes Japi 2 e Ribeirdo Cachoeira sdo atribuidos ao Grupo A (em verde); enquanto
que as populagoes Santo Antonio das Mangueiras e Valinhos pertencem a Grupo B (em
vermelho).
6000 -
5000 -
4000 -

3000 ~

A K

2000 +

1000 A

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

Figura 4.6: valores de AK para cada valor de K. O maior valor de AK corresponde ao K
6timo (Evanno et al., 2005).
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Figura 4.7: Teste de atribuicao de grupos para populacoes de Aglaoctenus lagotis (AK = 2).
Os individuos est@o representados pelas barras verticais coloridas. A mesma cor em individuos
deferentes indica que eles pertencem ao mesmo grupo. Cores diferentes no mesmo individuo
indicam a porcentagem do genoma compartilhado com cada grupo. O eixo das ordenadas
mostra o coeficiente de participagdo do individuo em cada grupo. Os numeros no eixo das
abscissas indicam regides geogréficas onde foram coletados os individuos: 1) Japi 1; 2) Japi
2; 3) Ribeirdo Cachoeira; 4) Santo Antonio das Mangueiras; 5) Valinhos. Representado em
verde estd o Grupo A, e em vermelho o Grupo B.

Figura 4.8: Localizacdo dos individuos atribuidos ao Grupo A (verde) e ao Grupo B (ver-
melho). As localidades com as cores mistas possuem individuos atribuido aos dois grupos. Os
nimeros correspondem & localizagao geogréfica: 1) Ribeirdo Cachoeira; 2) Santo Antonio das
Mangueiras; 3) Valinhos; 4) Japi 1 e 5) Japi 2.
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4.3 Analises dos dados obtidos com sequenciamento do gene

mitocondrial COI

A reconstrucao filogenética feita com base nas sequéncias do gene COI est4 represen-
tada na Figura 4.9. Cada ramificacdo observada corresponde a um dos seis haplotipos
encontrados (Figura 4.9 e 4.10). As sequéncias obtidas foram separadas em dois gran-
des clados significativos (100/100) com trés haplétipos cada (Figura 4.9 e 4.10). Como
apresentado na Figura 4.10, o haplétipo 1 foi encontrado nas populacoes Japi 1 e Ri-
beirao Cachoeira; o haplétipo 2 nas populagoes Japi 1, Japi 2 e Ribeirao Cachoeira; o
haplétipo 3 apenas em Japi 2; o haplétipo 4 em todas as populacoes exceto Japi 1; o
haplétipo 5 apenas em Valinhos; e o haplétipo 6 em Santo Antonio das Mangueiras e
Valinhos.

Os valores de Fgr par a par das populagdes variam entre nao significativos (pares
Japi2 e Ribeirdo Cachoeira; Valinhos e Santo Anténio das Mangueiras) e muito altos
(pares Japi 1 e Santo Antdénio das Mangueiras; e Japi 1 e Valinhos. Tabela 4.6).

Tabela 4.6: valores de Fgr par a par das populacoes estudadas, dados mitocondriais. Os
valores assinalados com * sdo significativos.

| Japil | Japi2 | RC | ANT
Japiz | 0,449%
RC | 0,503% | -0,065

ANT | 0,955*% | 0,540* | 0,333*
VAL | 0,975*% | 0,515* | 0,318* | 0,155

4.4 Anadlises estatistico-genéticas dos dados obtidos com mar-
cadores de microssatélites respeitando a divisao em grupos

genéticos A e B

A partir das evidéncias que apontam a existéncia de dois grupos genéticos, as ana-

lises foram refeitas considerando a divisdo em Grupos A e B. As populacoes Japi 2 e

37



4 RESULTADOS

3
2
JAPIS3
IAPIL
JAPI11
JAPIL2
100/100 JAPIS2
JAPISS
92/100 RC10
RC11 1
e 14PI2
1API3
99/100 1API4
J1APIS
1APIE
1API7
IAPI13
JAP14
JAPI1S
L 57/100 2
—— VAL11
JAPIB
80/100 1API
JAPILO
RC3
RC4
RC5
ANT3
ANTS
ANTE 4
ANT10
100/100 ANT11
ANT13
ANT21
VAL1
VAL2
94/100 VALG
VAL
6 VALY
VAL10
RCE
RCY
ANT2
ANT?

ANT8
0.01

Figura 4.9: Reconstrugao filogenética dos haplétipos do gene mitocondrial COI de A.lagotis.
Os numeros de 1 a 6 correspondem aos haplétipos encontrados. A taxa de substituicao
nucleotidica estéd representada na escala. Os valores nos ramos representam a segnificancia
(bootstrap) de cada um.

Ribeirao Cachoeira possuem individuos de ambos grupos genéticos, porém a minoria (3
e 5 individuos respectivamente) pertencem ao Grupo B, os quais foram excluidos das
andlises. As heterozigozidades médias observada (Hp) e esperada (Hg) e os coeficientes
de endogamia (Fig) médios de ambos os grupos estao apresentados na Tabela 4.7, assim
como os locos em desequilibrio de Hardy-Weiberg e de ligagao.

As estatisticas F também foram recalculadas considerando a separagdo em Grupos
A e B. O Fig estimado para o Grupo A foi de 0,413 e para Grupo B foi de 0,460 (Tabela
4.8). Os valores de Fgr foram corrigidos para alelos nulos. O valor encontrado para as
populacoes do Grupo genético A é de 0,118 e para as populacoes do Grupo B de 0,142
(Tabela 4.8). O valor de Fsr entre os Grupos Genéticos A e B foi de 0,388 (Tabela 4.8)
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Figura 4.10: Rede de haplétipos do gene mitocondrial COI de A.lagotis. Cada linha re-
presenta um passo mutacional e os pontos pretos representam os haplétipos inferidos néo
amostrados. Os nimeros correspondem aos hapldtipos encontrados. As cores representam as
populacdo em que foram encontrados cada haplétipo.
e os valores de Fgr par a par sao apresentados na Tabela 4.9.

Foi verificada ainda a presenca de alelos privados nos Grupo A e B. Observou-se

que dos 71 alelos encontrados, 32 (45,07%) eram privados do Grupo A e 26 (36,62%)
do Grupo B, o que totaliza 58 (81,69%) alelos privados (Tabela 4.10).

4.5 Andlises dos dados obtidos do seqiienciamento do gene
mitocondrial COI considerando a divisao em grupos gené-

ticos A e B.

Foram encontrados trés haplétipos inicos em cada grupo; a diversidade haplotépica
do Grupo A foi de 0,573 e do Grupo B de 0,395 (Tabela 4.11). A diversidades nu-
cleotidicas dos grupos nao foram estatisticamente diferentes, assim como o numero de
diferengas par a par (Tabela 4.11). Os testes de neutralidade, D de Tajima e Fs de Fu,
nao foram significativos (p > 0,05; Tabela 4.11), indicando que a seqiiéncias evoluem

de acordo com o esperado para o modelo de neutralidade. Os valores de Fgr par a par
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Tabela 4.7: Estimativas de diversidade genética considerando a presenga dos Grupos A e B. Hp, Heterozigozidade observada; Hg,
Heterozigozidade esperada; Fig, coeficiente de endogamia; Nulos, locos com alelos nulos; DWH, locos em desequilibrio de Hardy-
Weinberg; DL, pares de locos em desequilibrio de ligagdo. Valores entre parentes nas colunas Hp e Hg correspondem ao desvio padrao
e na coluna de Fig ao intervalo de confianga de 95% determinado por Bootstrapping.

Populacao ‘ Grupo ‘

Ho

Hg

Fis

‘ locos com alelos nulos ‘ DHW

DL

Japil
JAPI2A
RCA
Média
ANT
VAL
Média

A
A
A

0,328 (0,269)

0,188 (0,178)

0,188 (0,205)
235

0,206 (0,212)

0,223 (0,213)
260

0,505 (0,325)

0,382 (0,267)

0,498 (0,296)
462

0,549 (0,234)

0,301 (0,283)
470

0,354 (0,242-0,477)

0,562 (0,265~ 0,738)
0,635 (0,463 0,812)

517

0,470 (0,410- 0,636)
0,439 (0,215- 0,439)

454

Ala2, Ala3, Alab, Ala6
Alal Ala3, Alad, Ala6
Alal, Ala2, Ala3,AlaG, Ala7

Ala2, Ala3, Ala6, Ala7, Ala8
Ala2, Ala3, Ala6, Ala7, Ala8

Ala2, Ala3, Alab, Ala6

Alal, Ala3, Ala6
Alal,Ala3, Ala7

Ala3, Ala7, Ala8
Ala3, Ala7, Ala8
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Tabela 4.8: Estatisticas F considerando a presenca dos Grupos A e B. Fig, coeficiente de
endogamia; Frr, coeficiente de endogamia total; Fsr, indice de fixacdo nao corrigido e Fgp*
corrigido para a presenca de alelos nulos . O intervalo de confianca, entre parénteses, de 95%
foi determinado por Bootstrapping.

| Fis | Fir | Fst | Fsr*
Grupo A 0,413 0,492 0,136 0,118
(0,311-0,543) | (0,376-0,657) | (0,054-0,198) | (0,027-0,193)
Grupo B 0,460 0,548 0,166 0,142
(0,263-0,539) | (0,441-0,652) | (0,072-0,242) | (0,042-0,223)
Grupo A X B 0,398
(0,261-0,512)

Tabela 4.9: Valores de Fgr par a par das populagdes de A. lagotis considerando a divisdo
em Grupos A e B, dados de microsatélites. Entre parénteses correcdo para alelos nulos. Em
cinza estao as populagoes do Grupo A, em preto as populagdes do Grupo B.

| | | | ANT
0,101
(0,93)
0,145 0,183
(0,113) (0,168)
ANT 0,438 0,431 0,349
(0,429) (0,425) (0,336)
VAL 0,512 0,530 0,458 0,166
(0,507) (0,521) (0,440) | (0,142)

encontrados variaram desde nao estruturados (valores nao significativos) até altamente
estruturados (Tabela 4.12).

O aninhamento hierarquico dos halétipos para realizacao da Nested Clade Analysis
(NCA) esté apresentado na Figura 4.11. O teste de contingéncia permutacional apontou
valores significantes em dois clados (incluindo o cladograma total), para os quais a
hipétese nula de ndo associacdo geogréfica deve ser rejeitada (Tabela 4.13 e Figura

411).
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Tabela 4.10: Alelos de microssatélites privados dos Grupos A e B. Grupo A e B amplitude,
corresponde & variacdo de tamanho dos alelos em pares de bases encontrados em cada grupo
respectivamente; alelos privados A e B, numero de alelos privados encontrados em cada grupo

respectivamente.
Loco Grupo A Grupo B Alelos Alelos Total
amplitude (bp) | amplitude (bp) | Privados A | Privados B
Alal 245-300 245-278 4 1 7
Ala2 212-232 205-332 4 1 8
Ala3 215-300 215-235 6 5 12
Alad 230-248 185-230 4 5 11
Alab 210-338 240-290 11 2 14
Ala6 170-190 170-190 2 1 6
Ala7 205-235 225-240 1 7 8
Ala8 229 222-232 0 4 5
total | 32 26 71

lagotis.

Tabela 4.11: Resumo dos dados genéticos mitocondriais dos Grupos A e B de A.
Grupo A Grupo B
Tamanho amostra 19 25
No de haplotipos 3 3
No de haplotipos tinicos 3 3

Diversidade Haplotipica
Diversidade Nucleotidica
No médio diferengas par a par

Teste D de Tajima
Teste Fs de Fu

0,573 +/- 0,061
0,004 + /- 0,002
2,737 +/- 1,518
-0,154 (p>0,05)
4,337 (p>0,05)

0,397 +/- 0,102
0,002 + /- 0,001
1,080 +/- 0,736
0,052 (p>0,05)
1,640 (p>0,05)

Tabela 4.12: Valores de Fg par a par das populagoes de A. lagotis considerando a divisao
em Grupos A ¢ B, dados mitocondriais. Os valores assinalados com * sdo significativos. Em
cinza estao as populacoes do Grupo A e em preto do Grupo B.

| Japi 2B | RCB | ANT
0,718 *

Japi 2B | 0,973 * | 0,932 *
0,577 * | -0,005 0,950 *

RCB | 0954 * | 0,910 0,118 0,923

ANT | 0955 * | 0,927 0,019 0,936 0,15

VAL | 0975 *| 0951 -0,167 0,964 *| 0,281 | 0,155
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Tabela 4.13: Teste de contingéncia permutacional da Nested Clade Analysis (NCA). Os cla-
dos que apresentaram valores de associagdo geografica significantes (p<0,05) estdo marcados

com (*).
Clado X2 Probabilidade
1-16 1,81 1,000
2-8 4,38 0,256
3-1 10,03 | 0,002  *
4-1 2,55 0,410

Cladograma total | 28,29 | 0,000 *
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Figura 4.11: Rede de haplétipos de A. lagotis e aninhamento hierarquico. Cada linha representa um passo mutacional ¢ os pontos
pretos representam os haplétipos inferidos nao amostrados. Foram representados apenas os clados com variacao genética ou geografica,
ou seja, que contém haplétipos encontrados na populacao. Os clados que apresentaram valores de associacdo geografica significativos
encontram-se tracejados.
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5 Discussao

5.1 Diversidade Genética em Aglaoctenus lagotis

As heterozigozidades médias observada e esperada (Ho e Hg) foram de 0,388 e
0,609 respectivamente, valores intermedidrios aos encontrados em espécies de aranhas

da familia Lycosidae (Tabela 5.1).

Tabela 5.1: Diversidade em espécies da familia Lycosidae estimadas com dados de microsa-
télites.

Espécie | Ho | Hge

Arctosa sancterosae 0,279 0,299
(Hataway et al. 2010)

Pardosa sterra 0,811 0,892
(Ramirez et al. 2010)

Agaloctenus lagotis | 0,388 | 0,609

Em contrapartida ao encontrado em outras espécies de Lycosidae, observamos em
nossos dados um desvio significativo da heterozigozidade em relacao ao esperado em
equilibrio de Hardy-Weinberg. A presenca de alelos nulos verificada nos locos estudados
poderia justificar esta observacdo, ja que os individuos seriam interpretados erronea-
mente como homozigotos. Entretanto, a interpretagdo de que os gendtipos analisados
estdao submetidos a forte endogamia é compativel com o modo de vida da espécie, e sera

discutida posteriormente com mais detalhes.

5.2 Grupos genéticos A e B de Aglacotenus lagotis

As andlises dos dados obtidos com marcadores de microsatélites indicaram a pre-
senca de dois grupos (Figuras 4.8 e 4.6). De forma semelhante, a presenca de dois gru-
pos com caracteristicas genéticas diferentes foi observada na reconstrucao filogenética

do gene COI. A divisao observada foi congruente em ambos os marcadores estudados;
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isto é, os individuos atribuidos ao Grupo A na anélise com microsatélites encontram-se
em um unico clado da reconstrucao filogenética de COI, ocorrendo o mesmo com o

Grupo B (Figuras 5.1 e 5.2).

JAPIS3

i Grupo A
JAPILIL
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100/100 JAPIS2
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92/100 RC10
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RC13
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RCE €—
RCS
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ANT10
100/100 ANT11
ANT13
ANT21
VAL1
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94/100 VALS
VAL?
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VAL10
RCS
RCY
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ANT7
ANTS
0.01

Figura 5.1: Andlise comparativa dos dados obtidos com os marcadores nuclear e mitocon-
drial. Em verde estao indicados os individuos do Grupo A e¢ em vermelho do Grupo B. A seta
verde indica o individuo 11 da populagdo de Ribeirao Cachoeira, enquanto que a seta vermelha
indica o individuos 4 da mesma regido geografica. A taxa de substituigdo nucleotidica esta
representada na escala. Os valores nos ramos representam a significancia (bootstrap) de cada
um.

As anadlises considerando os dois grupos genéticos apresentam evidéncias adicionais
que apoiam a existéncia de duas linhagens evolutivamente independentes em nossas
amostras.

Com marcadores microssatélites, os valores de Fgr dos Grupos A e B sdo significati-

vamente menores que o valor de Fgr sem considerar a distin¢ao dos grupos (Tabelas 4.3

e 4.7). Além disso, o Fgr entre os Grupos Genéticos A e B é significativamente maior
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Figura 5.2: Rede de haplétipos mostrando os Grupos A e B. Cada linha representa um
passo mutacional e os pontos pretos representam os haplétipos inferidos ndo amostrados.

do que o observado entre as populagoes de cada grupo (Tabela 4.7).

Nas analises dos dados mitocondriais foram encontrados resultados semelhantes.
Enquanto o Fgt entre os grupos foi muito alto, com um Fgt médio de 0,946, no Grupo
A, a média dos valores de é de 0,430 ¢ no Grupo B ndo ha estruturacdo entre as
populagoes, com valores de Fgr nao significativos (Tabela 4.12).

Nos dados de microsatélites, a alta estruturacao entre grupos pode ser relacionada
a alta porcentagem (82,3%) de alelos privados (Tabela 4.10) e nos dados mitocondriais
pela presenca de haplétipos exclusivos em cada grupo (Tabela 4.11).

Ainda nos dados de microsatélites, o desequilibrio de ligacdo em um par de locos
(Ala7/Ala8) encontrado na populacdo Ribeirdo Cachoeira s6 é detectado quando os

grupos nao estao discriminados. Isso, juntamente com os niveis de estruturagdo encon-
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trados, aponta para a existéncia de pouco ou nenhum fluxo génico entre as populacoes
dos Grupos A e B.

Na traducao das sequéncias obtidas do gene COI, observou-se a presenca de um
aminoacido polimérfico; enquanto que no Grupo A os individuos possuem uma Serina
na posicao 212 da proteina codificada pelo COI, no Grupo B uma Prolina é encontrada
(Tabela 5.2). A excecdo é apenas um individuo da populacao Japi2A (Japi53), inico
representante do haplétipo trés (Figura 5.2). Apesar de ser atribuido ao Grupo A pelas
andlises dos dados de microssatélites, este possui o aminodcido Prolina indicativo do
Grupo B. Na reconstrucao filogenética aparece em um ramo significativo e isolado dos
demais individuos do Grupo A (Figura 5.1).

Tabela 5.2: Trecho da seqiiéncia de aminoédcidos da proteina COI. A substituicdo S por P

no aminodcido 212 da proteina COI estd indicada em verde no Grupo A e em vermelho para
no Grupo B.

Grupo Genético | Substituigcdo de aminodcido da proteina COI
Aglaoctenus lagotis A WMATLHGSFFKLNTS LMWCIGFVFLET
Aglacotenus lagotis B WMATLHGSFFKLNTP LMWCIGFVFLFT

O gene COI tem sido muito estudado em animais, particularmente em relacdo as
diversidades inter e intraespecificas. Entre pares de espécies do mesmo género, Hebert
et al. (2003) mostraram que em 98% delas, a divergéncia no gene COI é maior do que 2%.
Em 361 espécies de 19 géneros de aranhas, foi observada uma divergéncia intraespecifica
média de 2,15% na sequéncia do gene COI, enquanto a divergéncia interespecifica média
foi de 6.77% (Robinson et al., 2009). Na familia Lycosidae a divergéncia média entre
espécies do mesmo género foi de 2,84% (Robinson et al., 2009).

Os haplotipos do gene COI dos Grupos A e B apresentam uma divergéncia média de
3,7%; compativel com a divergéncia entre espécies diferentes. Além disso, a divergéncia

dentro dos grupos (Grupo A = 1,01%; Grupo B = 0,04%) é muito menor do que entre
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grupos (3,7%), o que é descrito como barcode gap (Robinson et al., 2009), um intervalo
bem marcado entre divergéncia inter e intraespecificas. No entanto, o individuo Japi
53 diverge em média apenas 1,16% do Grupo A, valor que nao justifica a existéncia de
um terceiro grupo genético.

A taxa de divergéncia de sequéncias mitocondriais pareadas em artrépodes foi esti-
mada por Brower (1994) em 2,3% por milhao de anos, considerando possiveis variagoes
em determinados taxons. Assim, o tempo de divergéncia entre os Grupos A e B pode ser
estimado em cerca de 1,6 milhoes de anos, indicando que podem ser espécies diferentes.

Os dois grupos genéticos nao sao significativamente diferentes quanto as estima-
tivas de variabilidade genética e estruturacdo (HE, Fis, Fgr), incluindo os dados dos
marcadores mitocondriais (diversidades haplotipicas e nucleotidicas). Assim, podemos
inferir que os individuos de ambos os grupos genéticos devem possuir comportamentos

de dispersao e sistemas reprodutivos semelhantes.

5.3 Estrutura intrapopulacional em A. lagotis

Mutacoes nos sitios de anelamento dos primers podem ocorrer e certos alelos podem
nao ser amplificados (alelos nulos), resultando em falsos homozigotos (Shaw et al., 1999).
Tais erros de genotipagem podem causar desvios nas proporcoes de Hardy-Weinberg, em
particular na deficiéncia de heterozigotos, potencialmente enviesando a anélise genética
da populagdo. O excesso de homozigotos encontrado em nossos resultados (Tabela
4.7) poderia ser justificado pela presenca de alelos nulos, porém a interpretagao de que
seja reflexo de processos endogamicos nas populacdes nao pode ser descartada. De
fato, os desvios causados pela presencga de alelos nulos sdo geralmente muito similares
aos causados por endogamia, acasalamento nao-aleatério e efeito Wahlund. Além disso,
aspectos ecolégicos e comportamentais de A. lagotis sio compativeis com os altos valores

de Fig encontrados.
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O coeficiente de endogamia médio encontrado em A. lagotis é ainda maior do que em
Rabidosa rabida, também da familia Lycosidae (Fis = 0,180, Reed et al. (2011)), cuja
alta endogamia foi atribuida 4s limitacoes da dispersao cursorial. De forma semelhante,
os altos valores de Fig encontrados em A. lagotis devem refletir fatores ecolégicos que
restrinjam sua dispersao.

As teias destas aranhas, em forma de tubo, s@o construidas em locais preferencial-
mente umidos e com baixa exposigao ao sol (Rubio & Torres, 2003). Um fator impor-
tante para distribuicdo dessa espécie parece ser a abundancia de alimento: as teias de
A. lagotis possuem distribuicao bastante agregada em locais com recursos abundantes,
que se torna mais espacada em ambientes de alimento mais escasso (Pellegrino et al.,
2005). Essas e outras caracteristicas favorecem a concentragao das fémeas e suas proles,
apesar do aumento potencial da competicao e da endogamia.

Johannesen & Lubin (2001) observaram a presencga de unidades familiares dentro
das populagoes de Stegodyphus lineatus (Araneae, Eeresidade). Os juvenis desta espécie
se estabelecem e mais tarde se reproduzem perto na teia materna, comportamento
que gera uma subestruturacao populacional refletida na deficiéncia de heterozigotos na
populacdo geral. Da mesma forma, a dispersao de A. lagotis parece acontecer de forma
restrita, uma vez que as formas juvenis constroem suas teias préximas a teia materna
(Santos & Brescovit, 2001). As fémeas de A. lagotis apresentam cuidados maternais,
raro em aranhas, o que contribui para agregagio dos juvenis (Souza, 2007). E possivel
que A. lagotis possua certo nivel de cooperagao familiar o que levaria a diminuicdo da

dispersao e consequentemente a um aumento das taxas de endogamia.

5.4 Conectividade entre populagoes em A. lagotis

A conectividade entre populacoes de A. lagotis serd discutida apenas dentro dos

grupos, uma vez que constituem linhagens genéticas distintas. Considerando os dados
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mitocondriais nao se observou estruturacéo entre as populacoes do Grupo Genético B
(Tabela 4.12). No Grupo A, verificou-se estruturagao apenas entre Japi 1 e demais
populacoes. Apesar disso, Japi 1 ndo possui haplétipos exclusivos, e a estruturacgao
observada ocorre devido as diferentes frequéncias de cada haplétipo. Na andlise de
clados agrupados, observou-se que o clado 3-1 (Grupo A) apresenta maior restrigao
geografica do que o esperado. indicando a necessidade de novos estudos incluindo uma
area mais ampla.

Os dados de microssatélites revelaram valores moderados de estruturagao dentro dos
grupos. De acordo com Slatkin (1985) calculamos o niumero de migrantes (Nm) por
geracgdo entre as populagoes do Grupo A (Nm = 1,86) e B (Nm = 1,51).

Apesar de indicarem valores de Fst levemente discrepantes, dados de ambos marca-
dores sugerem que as populacoes nao estao completamente isoladas, apesar das distan-
cias e da presenca de ambientes indspitos entre elas, como estradas, cidades e fazendas.
De fato, observamos espécimes de Aglaoctenus lagotis muitas vezes, ao longo deste es-
tudo, em jardins de areas urbanas, indicando que a dispersao aérea, ja descrita para
familia Lycosidae (Greenstone, 1982), deve também ocorrer nesta espécie.

Trabalhos realizados com aranhas mostraram baixa estruturacao populacional. Em
alguns deles, foram relatadas trocas génicas em paisagens fragmentadas entre popula-
¢oes distantes em até 25 quilometros (Ramirez & Fandino, 1996; Ramirez & Haakonsen,
1999). Assim, as aranhas poderiam se dispersar por grandes distancias, sendo capazes
de uma segunda tentativa de balonismo caso aterrissassem em terreno pouco favoravel.

Apesar de ser comum observar balonismo nos juvenis; a propensao a este tipo de
dispersao pode aumentar em habitats com recursos limitados (Bonte & Maelfait, 2001).
Desta forma, pequenas manchas de vegetacdo, mesmo em &areas urbanas poderiam ser
alcancadas, produzindo pequenas ilhas de colonizacdo entre os fragmentos. Assim,
Aglaoctenus lagotis, descrita como exigente para a escolha do habitat, conseguiria se

estabelecer na matriz mantendo a conectividade entre as populacoes.
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O balonismo e o0 movimento cursorial dos machos no periodo de reprodugao (Santos
& Brescovit, 2001) devem permitir certo fluxo génico entre as populacoes, embora o
comportamento de agregacao e o cuidado parental mantenham a alta taxa de endocru-

zamento dentro das populacoes.
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6 Conclusao

e Nas populacoes estudadas foram encontrados dois Grupos (A e B) indicados
por ambos marcadores moleculares (microssatélites nucleares e gene mitocondrial
CO1), tratando-se possivelmente de espécies diferentes. Assim, uma revisao ta-

xonomica do género Aglaoctenus deve ser considerada.

e Os grupos genéticos devem possuir niveis de diversidade genética, endogamia e
estruturacao diferentes, o que pode indicar comportamentos dispersivos e sistemas

de reproducao semelhantes.

e Os altos niveis de endogamia encontrados em ambos os grupos, refletem uma
distribuicao agregada da populacdo que se mantém apesar do aumento potencial

da competicao.

e Mesmo que seja insuficiente para evitar a alta taxa de cruzamento entre indivi-
duos aparentados dentro de cada populacao, a dispersao aérea permite que as

populagdes mantenham sua conectividade mesmo em um habitat fragmentado.
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ANEXOS

Anexos

Anexo 1: Estatisticas F da populagio total, sem os alelos Alad e Alab. Fis, coeficiente
de endogamia, Frr coeficiente de endogamia total e Fgp indice de fixacao. O intervalo de
confianca de 95%, entre parénteses, fol determinado por Bootstrapping.

Fis

Fir

Fgr

0,511 (0,422- 0,611) | 0,658 (0,662- 0,752) | 0,300 (0,180-0,301)

Anexo 2: Estimativa das freqiiéncias de alelos nulos por loco e populagao.

Loco | JAPI1L | JAPI2Z | RC | ANT | VAL
Alal | 0,026 0,226* 0,240% [ 0,000 0,001
Ala2 | 0,206% 0,167* 0,133* | 0,061% | 0,236*
Ala3 | 0,250% 0,318* 0,322% | 0,161% | 0,084%*
Alad | 0,019 0,310% - - 0,000
Ala5 | 0,167* 0,000 - - 0,001
Ala6 | 0,151% 0,221* 0,170* | 0,110% | 0,130*
Ala7 | 0,001 0,217* 0,338% | 0,388% | 0,232%
Alag | 0,001 0,000 0,183* | 0,155% | 0,205*

( * ) valores significativos.
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Anexo 3: Teste exato de aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weiberg por loco e populagao.

Loco | JAPI1 | JAPI2 | RC | ANT | VAL
Alal | 0,224 0.004% | 0,000% | 1,000 | 1,000
Ala2 | 0,000* | 0,032** | 0,032* | 0,163 | 0,077
Ala3 | 0,000* | 0,000%* | 0,000% | 0,000% | 0,034%*
Alad | 0,229 0,003% | - - 0,458
Ala5 | 0,000% | 1,000 - - 1,000
Ala6 | 0,001* | 0,001* | 0,030** | 0,115 | 0,089
Ala7 | 1,000 0,001* | 0,000* | 0,000 | 0,000*
Ala8 | 1,000 1,000 0.006* | 0,004* | 0,001*

_
(*) valores de p-value significativos;

(**) valores de p-value nao significativos
apds corregao de bonferroni

Anexo 4: Intervalo de confianca de 95% determinado por bootstrapping para valores de Fgp
par a par das populagbes de Aglasetenus lagotis. Dados de microsatélites.

| JAPI1 | JAPIZ | RC | ANT
JAPIZ | 0.068-0,180
RC 0,068-0,297 | 0,027-0,206

ANT 0,276-0,584 0,193-0,417 0,112-0,308
VAL 0,386-0,606 0,288-0,562 0,220-0,435 0,072-0,241

Anexo 5: Intervalo de confianca de 95% determinado por bootstrapping para valores de Fgp
par a par das populagoes estudadas de Aglaoctenus lagotis corrigidos para alelos nules. Dados
de microsatélites.

| JAPI1 | JAPI2 | RC | ANT
JAPIZ | 0,047-0,180
RC 0,065-0,327 | 0,032-0,142

ANT 0,246-0,599 0,172-0,414 0,091-0,325
VAL 0,370-0,613 0,262-0,563 0,1658-0,445 0,040-0,223

Anexo 6: Matriz de distancia geografica entre populacoes de Aglasetenus lagotis.

| JAPI1 | JAPI2 | RC | ANT
JAPI2Z | 2075,31
RC 45064,08 45090,87

ANT 47046,7H 47067 ,33 2575,27
VAL 26372,00 26375,80 19246,55 20957 ,54
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Anezxo 7: Intervalo de confianca de 95% determinado por bootstrapping para valores de Feop
par a par das populagies do Grupo A de Aglaoctenus lagotis. Dados de microsatélites.
| JAP2a | RCA
RCA 0,062- 0,271
JAPI1 | 0,018- 0,197 | 0,036- 0,276

ANT 0,278-0,564 0,202-0,484
VAL 0.352-0,677 0,307-0,589

Anexo 8: Intervalo de confianca de 95% determinado por bootstrapping para valores de
Feor par a par das populacoes do Grupo A de Aglasetenus lagotis corrigido para alelos nulos.
Dades de microsatélites.

| JAP2a | RCA

RCA 0,001- 0,233
JAPI1 | 0,019-0,180 0,022- 0,231
ANT 0,254-0,579 0,182-0,491
VAL 0.337-0,676 0,255-0,598

Anexo 9: Valores de Fig por loco nos Grupos A e B.

Loco /Fig | Grupo A | Grupo B

Ala 1 382 -42
Ala2 456 al6
Ala3 T48 500
Alad 195 279
Alab 415 500
Alaf 456 469
AlaT7 1000 722
Ala8& 1000 480




Anexo 10: Fregiiéncia haplotipica das populacoes de Aglooctenus lagotis. Em verde estio os haplatipos e populacoes pertencetes ao
Grupo A e em vermelho os pertencentes ao Grupo B.

Haplétipo | Japil | Japi2 | Japi2A | Japi2B | RC | RCA | RCB | ANT | VAL

! 0,900 0,000 0,000 0,000 0,111 | 0,250 | 0,000 0,000 | 0,000
2 0,100 0,500 0,800 0,000 0,333 | 0,750 | 0,000 0,000 | 0,000
3 0,000 0,125 0,200 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000
4 0,000 0,375 0,000 1,000 0,333 | 0,000 | 0,600 0,700 | 0,857
5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,143
6 0,000 0,000 0,000 0,000 0,222 | 0,000 | 0,400 0,300 | 0,000

SOXINY
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Abstract

We report 8 new polymorphic microsatellite markers for the South American wolf
spider Aglaoctenus lagotis. Diversity ranged from four to twelve alleles with an average
of 7.4 alleles per locus. The mean observed and expected heterozygosity (Ho and Hg)
were 0.388 and 0.609 respectively. Four loci deviated significantly from Hardy—
Weinberg equilibrium and no evidence of linkage disequilibrium was found.
Consequently these newly isolated markers are excellent tools to study the population

structure and genetic diversity of A. lagotis.

Keywords: Wolf spider, Atlantic Forest, Conservation Genetics, Population Genetics,

and SSR.

Introduction

The wolf spider Aglaoctenus lagotis occurs in South America, in primary and
disturbed patches of Atlantic Forest (Santos and Brescovit 2001). Their webs are
funnel-shaped silk tubes that are built in humid and shadowed microhabitats (Rubio and
Torres 2003). Females of 4. lagotis present maternal care behavior, unusual in spiders,
which contributes to juvenile aggregation (Gonzaga 2007). Specific microenvironment
requirements, together with juvenile late dispersion, suggest that this species may have
strong population genetic structure. Furthermore, Atlantic Forest depletion to less than
10% of the original area may have influenced this species population dynamics
(Scarano 2002 and Schwarcz 2010). Habitat loss could have increased aggregation in
this species as optimal microhabitats became less abundant. In addition, dispersion
among populations may be reduced in a fragmented landscape increasing endogamy and
the influence of stochastic factors. In order to investigate A. lagotis population structure

within Atlantic Forest we isolated and characterized 8 nuclear microsatellite loci.

Materials and Methods

Genomic DNA was extracted using Wizard DNA Purification Kit (Promega).
DNA was digested using the restriction enzyme Rsa | (Invitrogen). The resulting
fragments were ligated into biotin-labelled oligonucleotide sequences. Fragments were

hybridized to 5’ biotin-labelled oligonucleotide probes (biotin-(GT)g and biotin-(CT)sg)
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after denaturation. The hybrids were bound to streptavidin coated magnetic beads,
described by Kijas et al. (1994) with modifications by Billote et al. (1999). These
microsatellite-enriched fragments were ligated into pGEM-T Easy vector (Promega) as
described by the supplier, and used to transform XL1-Blue competent cells (Escherichia
coli, Stratagene). The inserts of 96 recombinant colonies were sequenced using M13
primers on the BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit version 3.1 (Applied
Biosystems) and ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems). The quality
of'the sequences was confirmed using Chromas Lite v2.0
(http://www.mb.mahidol.ac.th/pub/chromas/chromas.htm). Polymerase chain reaction
(PCR) primer pairs were designed using Primer3 software 0.4.0 (Rozen and Skaletsky
2000).

All PCR amplifications were carried out in a Veriti 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems) under the following conditions: 3 min at 94 °C, then 25-30 cycles
of30s at 94 °C, 30s at the appropriate annealing temperature (Table 1), and 45s at 72
°C, followed by 10 min at 72 °C. A total reaction volume of 10 pL was used, containing
20 ng of DNA, 0.5 um of each primer, 0.2 mM of dNTPs, 1X PCR Buffer (Fermentas),
18-3.0 mm MgCl, (Table 1), 0.25 U of Tag DNA polymerase (Fermentas).

To assess the genetic diversity with microsatellite markers, 10 individuals of A4.
lagotis from three locations (a total of 30 individuals) were analysed: Vinhedo
(23°00'05"S, 46°57'59"W) in Valinhos; Ribeirdo Cachoeira (22°49'56"S, 46°55'40"W)
in Campinas, and Serra do Japi (23°14'14"S, 46°56'24"W) in Jundiai, all of which are
located in Sdo Paulo State, Brazil. The PCR products were electrophoresed in 7%
polyacrylamide gels and the DNA bands were visualized by silver staining (Sanguinetti
et al. 1994). Genotypes were determined in relation to a 10bp DNA size standard
(Invitrogen).

The allelic richness (A), the observed and expected heterozygosities (Ho and Hg)
were estimated using GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al. 2004). Hardy—Weinberg
equilibrium (Fisher’s exact test) and linkage disequilibrium (Fisher’s exact test) within
the populations were tested with software GENEPOP version 3.4 (Raymond and
Rousset 1995). Both tests were corrected for multiple comparisons by a sequential
Bonferroni correction (Rice 1989). The estimated null allele frequencies were calculated

using Cervus version 2.0 (Marshall et al. 1998).
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Results and Discussion

From the library, 96 clones were sequenced, 27 SSRs contained motifs longer
than ten repeats, were found: 18.5% mononucleotides, 33.4% dinucleotides and 48.1%
compounds. Of these sequences, 17 had a flanking region of adequate size for the
design of forward and reverse primers. In total 8 (Table 1) of the 17 designed primers
successfully amplified and were used to characterize individuals from the three
populations.

The number of alleles observed at each locus ranged from 4 to 12 with an
average of 7.4 alleles per locus. The observed heterozygosity ranged from 0.182 to
0.600 (mean = 0.388) and the expected heterozygosity ranged from 0.382 to 0.809
(mean = 0.609) (Table 1). Exact tests indicated that four loci (B05, FO1, GO2 and G08)
deviated significantly from Hardy—Weinberg equilibrium (Table 1). This deviation
could be explained by Wahlund effect due to sampling geographically differentiated
genetic pools and/or null alleles. Null alleles were present in all loci with frequencies
ranging from 0.055 to 0.472. High levels of homozygosity were also found in other
species of wolf spider using microsatellites (Hataway et al. 2010, and Reed et al. 2011).
Endogamy and habitat loss were cited as possible reasons which are consistent with the
late juvenile dispersion of 4. lagotis and the Atlantic Forest fragmentation. We did not
detect significant linkage disequilibrium between loci in any population after
Bonferroni corrections.

Although Atlantic Forest is a conservation hotspot (Myers et al. 2000), the
genetic structure of native species has been poorly studied. The isolation and
characterization of these 8 loci will be useful to study the genetic diversity of
Aglaoctenus lagotis in Atlantic Forest. Furthermore, this novel set of primers will
enable us to measure gene flow between patches and to idealize a theoretical model of

genetic consequences of fragmentation in this endangered ecosystem.
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Table 1 Characteristics of 8 nuclear microsatellite loci developed for Aglaoctenus lagotis: F, Forward primer sequence; R, reverse primer
sequence; TA (°C), annealing temperature; A, number of alleles; MgCl,, MgCl, concentration used in mM; Range, amplicon size in base pairs;

Ho, observed heterozygosity; Hg, expected heterozygosity; GB n°, the GenBank accession number.

Loci name Primer sequences (5'-3") Repeat motif TA (°C) A I;Amglsll)z Range (bp) Ho Hg GBn®
Alal E (ng’??gﬁiﬁgfggﬁ‘éﬁ (CAXTA(CA)» 56 7 18 245280 | 0.600 | 0.687 | JF436856
Ala2 g: ‘égg?g?gg%gfgg (CTW(GT), 61 6 25 212238 | 0219 | 0.512 | JF436857
Ala3 ;ﬂ ?i’éﬁ%{g@fgggggf&‘f (TA)sTGTA (TG)y | 50 9 3.0 215300 | 0308% | 0382 | JF436858
Alad iﬂ ?:é;fgggfgggggg% L (TOWAC) 50 10 3.0 175248 | 0.563* | 0.621 | JF436859
Ala’s iﬂ g‘g&gﬁg‘;&%g&}ﬁ% (TG)\ 52 12 3.0 270-370 | 0500 | 0.809 | IJF436860
Ala6 E; i?ggfggggggg%gg A (TOu(AC) 51 6 3.0 170-190 | 0.400% | 0.632 | JF436861
Ala7 E:: ﬁ?ﬁl&?ﬁgg@i’}gﬁgﬂ% (CA)2 50 5 28 205240 | 0333 | 0730 | JF436862
Alag | [ TCACTCGACATGAGTCCAC (TG)1x 56 4 24 220232 | 0.182% | 0502 | IJF436863

R: ACAACATTTAGCACAGCAT

* Locus significantly deviates from Hardy—Weinberg expectations after Bonferroni correction.




