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“There is pleasure in the pathless woods,
There is rapture on the lonely shore,
There is society where none intrudes,

By the deep sea and the music in its roar;
I love not man the less, but Nature more.”

Lord Byron

“Two years he walks the earth. No phone, no pool, no pets, no cigarettes. Ultimate freedom. An
extremist. An aesthetic voyager whose home is the road. Escaped from Atlanta. Thou shalt not
return, 'cause "the West is the best." And now (...) comes the final and greatest adventure. The
climactic battle to kill the false being within and victoriously conclude the spiritual pilgrimage.
Ten days and nights of freight trains and hitchhiking bring him to the Great White North. No
longer to be poisoned by civilization he flees, and walks alone upon the land to become lost in

the wild.”

- Alexander Supertramp.

May 1992

“Science opens up new realms - from distant galaxies to subatomic particles, from rain forest
canopies to the depths of the ocean - to feed the curiosity with which we are born. We gain new
ways to appreciate things we may never have even considered before. The rocks exposed by
road cuts were just barren ground until I studied geology, and the night sky became more
enchanting simply by learning the names of a few stars and constellations. What I study
becomes more beautiful as I learn more about it. I know other scientists have similar feelings.

Most fear is fear of the unknown; science replaces it with wonder.”

- Mark Isaak
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Resumo

Processos historicos e contemporaneos moldaram os padrdes de variabilidade genética
das espécies da Mata Atlantica, um dos biomas mais diversos do mundo. Além disso, a
fragmentacdo recente das florestas brasileiras pode causar sérios efeitos na estruturacdo genética
das populacdes naturais, intensificando processos como deriva genética e endogamia. Os efeitos
da fragmentacdo dependem principalmente da matriz entre os fragmentos e das caracteristicas
de dispersdo da espécie. As aranhas sdo organismos que possuem modos de vida bastante
diversos e as caracteristicas de dispersdo podem também variar bastante. Nephila clavipes € uma
aranha que possui ampla distribui¢do na Mata Atlantica e considera-se que a espécie € capaz de
dispersdo por balonismo (dispersdo aérea). Os objetivos desse trabalho foram estudar os padroes
de variabilidade e estruturagcdo genética em populagdes de fragmentos de Mata Atlantica,
usando N. clavipes. Os estudos foram realizados em micro e macro escala, para inferir padroes
de fluxo génico e relacionar os resultados a aspectos ecoldgicos e comportamentais da espécie.
Além disso, buscou-se explorar aspectos da historia evolutiva da espécie e sua corrente
distribuicdo em populagdes. Para isso, foi sequenciado o gene mitocondrial Citocromo Oxidase
I de 323 individuos coletados em 15 populacdes de cinco Estados. Foram calculados indices de
diversidade genética, além de parametros filogeograficos, por meio de andlises bayesianas e de
maxima verossimilhan¢a. Todas as populacdes apresentaram polimorfismo sendo que, em geral,
as populagdes de Minas Gerais apresentaram indices de diversidade mais altos. Os valores
médios de diversidade ficaram proximos aos encontrados para outras espécies do género. Foi
encontrada grande estruturacdo genética, principalmente em distdncias médias e grandes, com
Fgr geral de 0,30178. O Fsrno Estado de Sdo Paulo (a microescala geografica) foi de apenas
0,02996, indicando baixa estruturacdo em baixas distancias. A distancia genética ndo apresentou
claras relagdes com a distancia geografica (Teste de Mantel, p > 0,05), o que pode ser devido a
dispersdo por agentes, inclusive antropicos. A analise dos valores de Fsr obtidos apenas com as
fémeas indica que os machos podem ter efeito de manutengdo do fluxo gé€nico em baixas
distancias. A rede de haplotipos e as arvores de maxima verossimilhanga e bayesiana indicaram
a presenca de trés clados genéticos, ndo inteiramente concordantes com a distribuicdo dos
grupos geograficos. As estimativas apontam para divergéncias entre esses clados genéticos
datadas do Pleistoceno, assim como reportado em varios outros organismos que habitam a Mata
Atlantica. Nossos resultados mostram uma espécie de invertebrado apresentando padrdes
filogeograficos semelhantes aos encontrados para organismos de outros grupos, o que pode

indicar processos em comum na diversificagdo das espécies da Mata Atlantica.

viii



Abstract

Historic and contemporary processes have shaped the patterns of genetic variability of
the species from Brazilian Atlantic Rainforest, one of the world’s most diverse biomes.
Furthermore, the recent fragmentation of Brazilian Rainforests may cause serious effects in
genetic structure of natural populations, intensifying processes like genetic drift and endogamy.
Fragmentation effects depend mainly on the matrix between the fragments and the species’
dispersion characteristics. Spiders are organisms that show different lifestyles, and dispersion
characteristics may also vary within the group. Nephila clavipes is a spider that is widely
distributed in the Atlantic Rainforest and it is widely accepted that it is capable of ballooning
(aerial dispersal). In the present work, we sought to study the patterns of genetic variability and
structure in populations from fragments of Atlantic Rainforest, using N. clavipes. The studies
have been made in micro and macro scale, looking forward to infer gene flow patterns and
relate the results to ecologic and behavioral aspects of the species. Furthermore, we sought to
explore aspects of the species’ evolutionary history and its current distribution in populations.
With those objectives in mind, we sequenced the mitochondrial gene Cytochrome Oxidase I
from 323 individuals sampled in 15 populations from five States. We calculated genetic
diversity indexes, phylogeographic parameters, and performed bayesian and maximum
likelihood analysis. All populations presented polymorphism and, in general, Minas Gerais
populations showed higher diversity indexes. Diversity mean values were close to that found in
others species from the genera. We found high genetic structure, mainly at medium and great
distances, with a Fgr value of 0,30178. The Fsr in Sdo Paulo State (the geographic micro scale)
was as low as 0,02996, showing low genetic structure at short distances. The genetic distance
didn’t show clear relationships with the geographic distance (Mantel test, p > 0,05), which may
be due to the agent-guide dispersal, including anthropic agents. The analysis of the Fsr values
obtained exclusively from the females indicates that the males may have a gene flow
maintenance effect at short distances. The haplotype network and the bayesian and maximum
likelihood phylogenetic trees reported the presence of three genetic clades, not entirely in
agreement with the geographic groups’ distribution. The estimates point to divergences between
the genetic clades dated from the Pleistocene, like reported for various other organisms that live
in the Atlantic Rainforest. Our results present an invertebrate species showing phylogeographic
patterns similar to that found to other groups, which may indicate common processes in the

diversification of Atlantic Rainforest species
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1. Introducao
1.1. A Mata Atlantica

A Mata Atlantica estendia-se, antes da chegada dos colonizadores ao Brasil, por cerca
de 1.300.000 km? do territério brasileiro, desde o estado do Rio Grande do Norte até o Rio
Grande do Sul (Morellato & Haddad, 2000), e a oeste até a Argentina e o Paraguai (Camara,
2003). O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica agrupa como “Mata Atlantica” um
conjunto de ambientes que compreende florestas ombrofilas e semideciduas, que variam de
acordo com o regime de chuvas, além de areas de transicdo entre esses tipos de vegetacdo

(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 1993).
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Figura 1: Extensdo da Mata Atlantica pelo territorio sul-americano. Dados do ano 2000. Extraido de Camara, 2003.

Por ser um bioma extenso no sentido latitudinal, bem como por possuir grande variagado
de altitude e diversos regimes climaticos diferentes, a Mata Atlantica ¢ detentora de uma
enorme biodiversidade. Além do alto nimero de espécies, a taxa de endemismo também € muito
alta: o Ministério do Meio Ambiente estima taxas de pelo menos 20% para plantas e os grandes
grupos de vertebrados, podendo chegar a até 95% em outros grupos (Brown & Brown, 1992).

Historicamente, muitos processos contribuiram para moldar a Mata Atlantica. Boa parte
dessas mudangas foi devida a variagdes climaticas. O periodo Quaternario, em especial o
Pleistoceno, apresenta fortes indicios de flutuagdes climaticas, caracterizado por uma complexa
série de periodos quentes (similares aos dias de hoje) e periodos frios (eras glaciais), com

transi¢des muito curtas entre eles (Dansgaard et al, 1993). Todos esses periodos alternantes



podem ter alguma influéncia nos padroes presentes de diversidade e distribuigdo das espécies
(Svenning & Skov, 2004). Em zonas temperadas, estudos com diversos tipos de organismos
apontam tempos de divergéncia compativeis com as oscilagdes climaticas, além de apontar
indicios de expansdo recente em populagdes situadas em regides mais severamente afetadas
pelas glaciagdes (Cooper et al, 1995; Santucci et al, 1998). Além disso, os padrdes de
paleopdlen também apontam para a contragdo de alguns tipos de vegetacdo para as regioes de
mais baixas latitudes aquela época (Hewitt, 2000).

Nas regides tropicais, os estudos desse tipo sdo bem mais recentes. Ainda assim,
indicam padrOes bastante parecidos aos descritos para as regides temperadas: muitos
organismos apresentam grandes linhagens datadas do Pleistoceno, além de indicios de expansao
recente em populagdes, provavelmente ocupando locais que s6 se tornaram habitaveis para a
espécie apos os ciclos glaciais (Carnaval & Moritz, 2008; Carnaval er al, 2009; Thomé et al,
2010).

Entretanto, as perturba¢des historicas por causas naturais ndo sdo o Uunico fator
responsavel por moldar os padrdes genéticos das populagdes de ambientes tropicais. Além dos
efeitos historicos, a Mata Atlantica sofreu intenso processo de fragmentacdo devido a acgdes
antropicas desde a época do descobrimento. A ocupacdo se deu pela costa, nos dominios do
bioma. Atualmente, pelo menos 100 milhdes de brasileiros vivem em mais de 3000 cidades
espalhadas em terrenos que uma vez foram tomados por Mata Atlantica; as florestas restantes se
encontram ainda sob intensa pressdo. Além da devastagdo, os remanescentes encontram-se
severamente fragmentados (Ministério do Meio Ambiente, 1999). Hoje o bioma encontra-se
reduzido para algo em torno de 7,9% de sua formagdo original (Fundacdo SOS Mata Atlantica e
INPE, 2012).

Por causa das altas taxas de diversidade, endemismo e devasta¢do, a Mata Atlantica foi
incluida na lista dos 25 hotspots mundiais para conservagdo (Mittermeier et al, 1999).
Entretanto, a situagdo de conservagdo do bioma ndo atingiu patamares adequados. Em 1898 foi
criada a primeira area de prote¢do de Mata Atlantica no Estado de Sdo Paulo. Desde entdo, 102
areas de protegdo com mais de 10 km? abrigam cerca de 19,73% do remanescente da Mata, ou
pouco mais de 1% da area total do bioma (Camara, 2003). Tal destruicdo florestal pode ter
resultado na perda de muitas populagdes, além da potencial erosdo da diversidade genética de

varias espécies (Brown & Brown, 1992).

1.2. A fragmentacio ambiental
O Brasil é um dos paises mais diversos do mundo. Entretanto, a maior parte da atengao
que o pais recebe ndo € pela biodiversidade presente, e sim pelo que foi perdido através do

desmatamento e outras perturbagdes. Boa parte das paisagens naturais foi transformada em



plantagdes, pastos, areas industriais e de ocupagdo urbana (Mittermeier et al, 2005). Isso levou a
uma perda inestimavel de area de todos os biomas, incluindo as duas florestas tropicais
presentes no territorio, que hoje apresentam dominio completamente fragmentado.

A fragmentagdo do habitat pode influenciar fortemente a biodiversidade de um
ecossistema. Nas florestas tropicais, a fragmentacdo parece ter um efeito significativo na
estrutura da comunidade e na dinamica da populacdo (Groeneveld ef al, 2009; Piitz et al, 2011).

A fragmentagdo florestal pode fazer com que populagdes de organismos que outrora
eram grandes e conectadas por fluxo génico, tornem-se subdividas, com tamanho reduzido e
confinadas a manchas de habitat pequenas e discretas. Essa alteracdo na dindmica inter-
populacional pode afetar a persisténcia das espécies que vivem nesses habitats; além de
sofrerem com os efeitos da deriva genética, as subpopulagdes isoladas tendem a se tornar
endogdmicas, e geneticamente diferenciadas das outras (Johansson et al, 2007). A fragmentagao
ambiental, conjuntamente com a redugdo dos habitats, estd entre as maiores causas da
diminui¢@o populacional e extin¢des locais (Richter et al, 2009).

A conectividade entre os fragmentos de habitat representa ndo apenas um aspecto
essencial na dindmica populacional, como também pode ter importantes consequéncias
evoluciondrias. A matriz separando as populagdes pode impedir ou facilitar a dispersdo, bem
como o fluxo génico, moldando os padrdes de variacdo génica. Compreender como a
estruturagdo e processos dos fragmentos de habitat afetam o fluxo génico € crucial para
melhorar as estratégias de conservagao.

As consequéncias da fragmentagdo ambiental dependem da capacidade de dispersdao da
espécie. Se os mecanismos de dispersdo sdo eficientes, a estruturacdo de suas populagdes ocorre
de maneira mais lenta, pois o fluxo génico pode ser, em parte, mantido. Além disso, os padrdes
de diversidade genética podem ser mantidos por dinamica de metapopulagdes (Zellmer &
Knowles, 2009). O tamanho dos fragmentos também pode interferir na dindmica das
populagdes, pois aquelas presentes em fragmentos pequenos ou médios podem apresentar
variag@o anual na abundancia de individuos, o que sinalizaria instabilidade demografica (Dixo,
2005).

Em alguns organismos, a matriz entre os fragmentos pode constituir uma barreira
significante para a dispersdo (Marshal et al, 2006). As aranhas constituem um bom modelo de
estudo para entender as consequéncias do processo de fragmentacdo ambiental, bem como
processos historicos que moldaram a distribui¢do da variabilidade genética, ja que este grupo
possui espécies com modos de dispersdo bastante diferentes e também com diferentes
exigé€ncias ambientais (Ramirez e Fandino, 1996; Ramirez ¢ Haakonsem, 1999; Colgan et al.,

2002; Marshal et al., 2006).



1.3. Ordem Araneae — as aranhas

As aranhas (Arachnida: Araneae) compreendem uma por¢do bastante significativa da
diversidade de artropodes terrestres (Toti et al., 2000), amplamente distribuidas em quase todas
as regides do mundo. A ordem Araneae ¢ considerada uma das maiores ordens de artropodes:
sdao mais de 43.000 espécies descritas, organizadas em 111 familias (Platinick, 2012).

O grupo ¢ dividido em duas subordens, Mesothelae (uma familia, de ocorréncia
exclusivamente asiatica) e Opisthothelae. Esta tltima compreende duas superfamilias,
Mygalomorphae (aranhas caranguejeiras e assemelhados) e Araneomorphae - as aranhas
“verdadeiras” (Brusca & Brusca, 2007).

A superfamilia Araneomorphae compreende aproximadamente 90% das aranhas
conhecidas. Sdo diagnosticadas, principalmente, pelas queliceras verticais e presenca de seis
fiandeiras (Foelix, 1996).

No Brasil ja foram descritas em torno de quatro mil espécies e infere-se a existéncia de
mais seis mil; estima-se que s6 no Estado de Sdo Paulo haja cerca de mil e duzentas espécies,
das quais apenas setecentas sdo conhecidas (Brescovit, 1999). Os principais trabalhos sobre
diversidade de aranhas no Brasil concentram-se em regides de Mata Atlantica, sobretudo em
areas da Serra do Mar e em ilhas (Brescovit ef al., 2004b; Benati et al., 2005; Indicatti et al.,
2005).

Embora sejam uma parte visivelmente marcante da fauna, os invertebrados terrestres
(em especial as aranhas) tem sido negligenciados historicamente nos estudos genéticos e
moleculares. O foco principal ¢ dado, normalmente, a espécies mais comuns ou mais
“carismaticas”. Para as aranhas, em especial, a falta de um genoma sequenciado e o alto nivel de
variabilidade genética no grupo como um todo s@o fatores que entravam as pesquisas (Bond et
al, 2001). Entretanto, esses taxons menos visiveis, que geralmente possuem alta persisténcia,
estilo de vida séssil ou sedentario e requisitos ecoldgicos bastante especificos sdo grandes
candidatos a apresentarem sinais filogeograficos mais fortes do que os grupos mais comumente
estudados (Moritz et al, 2001).

Enquanto no Brasil as pesquisas desse tipo ainda ndo representem fielmente a
diversidade existente no pais, alguns trabalhos recentes em climas tropicais e temperados
comec¢am a mudar esse panorama. Estudos na Australia (Beavis et al, 2011; Cooper et al, 2011),
nos Estados Unidos (Croucher ef al, 2011; Reed et al, 2011), no Caribe (Crews et al, 2010) e na
Asia (Su et al, 2007; Su et al, 2011) mostram que a grande variedade de estilos de vida da
Ordem Araneae certamente ¢ refletida nos resultados obtidos.

Dentre os padrdes observados, a baixa eficiéncia da dispersdo ¢ apontada como
responsavel por grandes niveis de estruturagdo genética encontrados em algumas espécies de
aranhas (Beavis et al, 2011, Cooper et al, 2001). A escolha do habitat também pode afetar a

distribuicao da variabilidade genética (Beavis et al, 2011).
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A fragmentacdo ambiental recente também afeta diretamente os padrdes de fluxo génico
entre populagdes de aranhas, diminuindo os niveis de fluxo génico; dessa maneira, a perda de
habitat adequado pode interferir na dindmica genética das espécies (Reed ef al, 2011). Por outro
lado, eventos historicos também desempenham importante papel na divergéncia de grupos
dentro das espécies (Beavis et al, 2011; Cooper et al, 2011).

Crews et al, 2010, apontam outra maneira de perturbagdo que a agdo antropica pode
exercer sobre o padrio de variabilidade das espécies. Espécies continentais do género Selenops
no Caribe ndo apresentam fortes indicios de estruturagdo. As espécies, entretanto, ndo sao
dispersores eficazes, e a distancia genética ndo se correlaciona com a distancia geografica. Os
autores inferem que os individuos podem ser transportados por agentes, em sua maioria
humanos, que distribuem os haplétipos aleatoriamente ao longo da distribuicao da espécie.

Outro fator que pode afetar a estruturacdo genética de populacdes é a dispersdo
diferencial entre os sexos. Cooper et al (2011) e Croucher et al (2011) indicam que boa parte da
estruturacdo observada em seus dados de mtDNA para Moggridea spp. e Theridion
californicum pode ser explicada pela menor movimentagiao das fémeas — as responsaveis pela
transmissao do mtDNA. Mesmo na auséncia de barreiras significativas para o fluxo génico,
divergéncias substanciais no mtDNA podem surgir do isolamento por distancia.

Apesar da significativa quantidade de estudos sobre ecologia de aranhas orbitelas
(aquelas que tecem teias orbiculares) e do aumento da quantidade de estudos genéticos, ainda ha
uma grande defasagem de estudos na América do Sul, além de grupos importantes como a

familia Nephilidae ndo serem comumente contempladas (Moore, 1977).

1.4. A familia Nephilidae

A familia Nephilidae foi primeiramente descrita por Kuntner, 2006, sendo formada por
espécies anteriormente pertencentes a familia Tetragnathidae. E atualmente composta por 4
géneros e 61 espécies distribuidas principalmente na América, Africa, Asia e Oceania
(Platinick, 2012). Nesses locais, as espécies sdo grandes construtoras de teias, estas podendo
muitas vezes chegar a mais de um metro de diametro (Kuntner et al, 2008). As espécies sdo
notoriamente conhecidas por apresentarem marcante dimorfismo sexual, sendo as fémeas
gigantes muitas vezes maiores que os machos (Kuntner ef al, 2008; Kuntner & Coddington,
2009).

A familia Nephilidae compreende os géneros Herennia, da Australasia; Clitaetra,
afrotropical; Nephila e Nephilengys, ambos pantropicais (Kuntner, 2006). As espécies sdo
essencialmente tropicais, sendo poucas de clima temperado. Nos ultimos anos, algumas delas
tem sido muito bem estudadas em diversos aspectos e intensas revisdes para todos os géneros

foram elaboradas (Kuntner, 2005, 2006, 2007; Kuntner et al, 2008).



Dentre os géneros, Nephila é o mais abundante e mais globalmente distribuido. As
espécies tem distribuicdo basicamente tropical e, nesses ambientes, tecem teias orbiculares, de
coloracdo dourada (o que da a elas o nome popular de “golden orb web spiders™), que podem
chegar a até 1,5m de didmetro (Kuntner, 2006).

E um género bastante estudado, cuja monofilia é reconhecida por diversos trabalhos
(Alvarez-Padilla er al, 2009; Kuntner et al, 2008). Possui 15 espécies validas (Kunter &
Coddington, 2009) que sdo estudadas principalmente pelas propriedades de suas teias (e.g. Guan
et al, 2012; Moisenovich et al, 2012; Steven et al, 2012). Além disso, vem sendo tratado como
modelo para estudos de comportamento sexual (Rittschof, 2010; Michalik & Rittschof, 2011),
evolucdo da vida em grupo (Rypstra, 1985; Hodge & Uetz, 1992), realocagdo e estrutura das
teias (Rittschof & Ruggles, 2010; Blamires et al, 2010), biogeografia, filogeografia e
variabilidade genética (Tso et al, 2002; Lee et al, 2004; Su et al, 2007, 2011), entre outros
topicos.

Os padrdes de dispersdo de Nephila nunca foram devidamente estudados. Embora nao
haja episodios documentados, diversos autores (Su et al, 2007; Kuntner & Agnarsson, 2011a)
citam a grande probabilidade de que os individuos juvenis de Nephila sejam capazes de realizar
dispersdo por balonismo — comportamento conhecido em muitas familias de aranhas (inclusive
Araneidae e Tetragnathidae), que consiste em algar o corpo no ar com o auxilio de um fio de
teia. Dessa maneira, os individuos sdo carregados com o vento e podem percorrer longas

distancias (Bell et al, 2005).

1.5. Nephila clavipes

Figura 1: Fémea de Nephila clavipes. Foto por Thadeu Sobral.



Nephila clavipes é a espécie mais conspicua do gé€nero na América, com uma
distribui¢do que abrange dos Estados Unidos até a Argentina (Platinick, 2012). Possui um ciclo
anual (Moore, 1977; Viana, 1972), no qual as fémeas constroem suas grandes teias em florestas
abertas, no tronco das arvores ou nas camadas arbustivas mais altas, podendo chegar a até 7
metros de altura. Podem, também, estabelecerem-se perto de estradas, trilhas e cursos d’4gua,
sempre em microclimas altamente umidos (Rypstra, 1985; Moore, 1977; Robinson & Mirick,
1971). Alimentam-se principalmente de presas voadoras (tais como moscas, abelhas, vespas e
pequenos lepidopteros) que ficam aderidas a superficie da teia (Robinson & Mirick, 1971). Os
machos, de tamanho muito menor que o das fémeas, vivem nas teias destas, ndo construindo
teia propria na idade adulta (Moore, 1977).

Apesar de normalmente solitarias, em alguns habitats as fémeas adultas podem tecer
teias entrelacadas, formando ‘“agregacdes” nas quais os fios periféricos das teias se tocam
(Rypstra, 1985). Diversas explicagdes foram historicamente apresentadas para tal fendmeno.
Dentre elas, estdo a facilitacdo do acasalamento (Moore, 1977), o aumento da comunicagdo
entre os individuos (Rysptra, 1985), menores taxas de predagdo (Hodge & Uetz, 1992), o
aumento da captura de presas, das taxas de crescimento e de fecundidade (Blamires et al, 2010).

Rypstra, 1985, apontou condig¢des para a existéncia “social”. Somente em regides em
que os niveis de presa sejam bastante elevados os beneficios da vida em grupo superariam o
custo metabolico das interagdes. Quando em baixos niveis de presas, as fémeas frequentemente
demonstraram agressividade com coespecificos e foram capazes de realocar suas teias para
locais com potencialmente maior nimero de presas. Rittschof & Ruggles (2010) estudaram a
realocacdo das teias e associaram tal fenomeno ndo apenas a taxa de captura de presas, como
também a presenca de cleptoparasitas e de machos, sendo que esses fatores podem ter maior ou
menor importancia dependendo da idade da fémea.

Em agregados ou em teias individuais, os machos adultos vivem como comensais nas
teias das fémeas. Em cada teia, pode haver um ou mais machos e, no ultimo caso, eles irdo
competir pelo acasalamento. O vencedor da disputa normalmente ocupa um local mais central
na teia, enquanto os demais se dispdem perifericamente, mais sujeitos a predacdo (Moore, 1977;
Rittschof, 2010). Além disso, os machos sdo capazes de se mover de teia em teia de acordo com
o sucesso alcangado no acasalamento — uma vez que alcancam uma teia, podem ‘“avaliar” a
situagdo e “decidir” se mudam ou ndo de teia (Rittschof, 2010).

Os machos sdo mais moveis que as fémeas na idade adulta. Entretanto, quando jovens,
ambos 0s sexos sdo capazes de movimentos de dispersdo. Moore (1977) e Kimmer Jr & Grant
(1980) relatam um grande evento de dispersdo que ocorre logo apds a segunda muda, no qual os
individuos que ainda permaneciam nos envoltorios dos seus ovos dispersam quase que
coordenadamente. Como levantado por alguns estudos (Su et al, 2007; Kuntner & Agnarsson,

2011a), ha a possibilidade de esse movimento de dispersao se dar por balonismo.
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Além disso, Moore (1977) descreve uma movimentacdo intermediaria entre o
balonismo e a movimentagéo terrestre/cursorial para N. clavipes, na qual a aranha emitiria fios
de teias que flutuariam com a brisa até tocar em alguma estrutura. Uma teia seria tecida ali
rapidamente e a aranha poderia caminhar sobre ela, chegando a outra extremidade.

Embora os mecanismos de dispersdao de Nephila ainda ndo sejam muito bem
compreendidos, seus efeitos ja foram observados indiretamente em alguns trabalhos. Tso et al
(2002) estudaram isozimas em populagdes de N. maculata em Taiuan e encontraram baixos
valores de Fgr e alto nimero de migrantes por geragdo. Lee et al (2004), utilizando populagdes
de N. pilipes em Taiuan e o marcador mitocondrial COI, encontrou baixas diversidades
haplotipica e nucleotidica, além de Fsr baixos e fluxo génico consideravelmente alto. Su et al
(2007) utilizaram também N. pilipes, porém numa distribui¢do muito mais abrangente (India,
China, Ilhas asiaticas, Filipinas e norte da Australia), chegando a até 6500km; as diversidades
haplotipica e nucleotidica foram superiores ao encontrado por Lee et al, porém, assim como o
trabalho anterior, ndo foram observadas grandes estruturacdes entre as populagdes, mesmo as
mais distantes. Em outro trabalho, Su et al (2011) estudando padrdes de biogeografia e
especiacdo de espécies do género Nephila, relatam baixa divergéncia genética entre individuos
da mesma espécie separados por grandes distancias como algo repetidamente reportado (.
antipodiana, N. pilipes, N. plumipes, N. edulis e N. inaurata — todas asiaticas). Isso sugeriria a
existéncia de substancial fluxo génico entre as varias populagdes dessas espécies.

Nephila ¢, portanto, considerado um género bom dispersor, em concordincia com
Kuntner & Agnarsson (2011a). Dessa maneira, espera-se que Nephila clavipes também seja um

dispersor eficiente.

1.6. mtDNA e o gene Citocromo Oxidase I

O genoma mitocondrial vem sendo alvo de estudos evolutivos ha muito tempo. Em
1979, Brown et al fizeram alguns dos primeiros estudos investigando a taxa de evolugdo do
mtDNA quando comparado ao DNA nuclear. Observaram que apesar de 0 mtDNA manter um
arranjo génico aparentemente estavel ao longo da evolugdo, ele evolui de 5 a 10 vezes mais
rapido que o DNA nuclear — e relacionam isso a sua maior taxa de replica¢do, que levaria a um
maior acimulo de mutagdes. Nessa época, ja consideraram o mtDNA uma “molécula
extremamente Util para bidlogos evolucionarios para estudar relagdes entre espécies e
populagdes que divergiram recentemente”.

Atualmente, o genoma mitocondrial ¢ amplamente utilizado como ferramenta para
estudos evolutivos, por possuir diversas caracteristicas como o fato de serem moléculas
circulares compactas, com menor ocorréncia de introns e de heranga uniparental (Griffiths et al,

2009). Além disso, eventos de recombinagdo sdo extremamente raros, a taxa de mutagao &



maior que a do DNA nuclear, e ha alta congruéncia entre os genes do mtDNA de todos os
animais. Destacam-se, ainda, facilidade no isolamento e amplificagdo desta molécula (Caterino
et al, 2000) e a grande abundancia de copias da mesma molécula em cada célula (Simon et al,
1994).

Todas essas caracteristicas, aliadas ao fato de o mtDNA exibir variagao entre individuos
de uma mesma populacdo e também entre individuos de populagdes diferentes, fazem com que
ele seja um marcador molecular bastante util para estudos de estrutura populacional e variagao
geografica intraespecifica (Harrison, 1989). Avise (2004) também aponta que a evolucao rapida
e a heranca ndo recombinante o tornam um 6timo marcador para estudos intrapopulacionais.

Dentre os genes do mtDNA, o Citocromo Oxidase I (COI) ¢ amplamente utilizado em
estudos evolutivos, havendo primers ja descritos, funcionais para boa parte dos filos de
metazoarios (Folmer et al, 1994). O gene ¢é presente em todos os animais, ¢ a raridade de
inser¢oes e delegdes faz com que o alinhamento e comparagdo entre as sequéncias sejam
facilitados (Barret & Hebert, 2005). Pelo fato de ser um gene codificante de proteina, ha uma
alta incidéncia de substitui¢do de nucleotideos na terceira posi¢do dos codons. Sua evolugdo €
rapida o bastante para a discriminacdo ndo apenas de espécies proximas, como também de
grupos dentro de uma espécie (Hebert et al, 2003).

Os dados haplotipicos obtidos pela analise desse tipo de marcador podem produzir uma
filogenia intraespecifica, uma genealogia génica. Aliando essa informacdo a informacgao
geografica obtida das coletas, ¢ possivel estabelecer relagdes entre os haplotipos e sua
distribuicao geografica, inferindo processos como manuten¢do de fluxo génico e subdivisdo de
populagoes, por exemplo (Gerber et al, 2001; Avise, 2004). Estes processos sdo responsaveis
por influéncias nos padrdes de estruturagdo populacional observado no mtDNA de muitas
espécies. Na maior parte das vezes, essa estruturagcdo tende a se relacionar, em maior ou menor
grau, a geografia (historica ou atual).

O gene COI também ¢é muito utilizado como “DNA barcode” — um gene que seria capaz
de distinguir, por sequenciamento, uma espécie de outra (Hebert er al, 2003). Para estudos
filogenéticos, a importancias do barcode reside no fato de existir um “gap” na distancia
genética entre individuos da mesma espécie e individuos de espécies proximas (Hebert et al,
2003). Hebert et al (2004) sugeriram um limiar de 3% de divergéncia genética para esse gap;
individuos com divergéncias superiores a essas poderiam pertencer a espécies diferentes. Em
aranhas, a média de divergéncia entre individuos de espécies diferentes ¢ mais do que uma
ordem de grandeza maior do que a divergéncia entre coespecificos, corroborando a presenca do
gap (Barret & Hebert, 2005; Robinson et al, 2009).

O mtDNA representa, portanto, uma importante ferramenta para o estudo das relagdes

filogeograficas entre populagdes entre e espécies proximas nos mais diversos tdxons animais.



1.7. Filogeografia

A filogeografia ¢ a disciplina que consiste em estudar os arranjos espaciais de diferentes
linhagens genéticas dentro de espécies e entre espécies proximas (Avise, 2009). Essa definicao
recente difere em alguns pontos da primeira defini¢do oferecida para o termo por Avise ef al em
1987, quando o termo representava a disciplina criada para buscar uma transposicdo do
pensamento filogenético para o nivel microevolutivo.

A base da filogeografia ¢ representada pela teoria da coalescéncia, segundo a qual as
linhagens génicas podem ser rastreadas até um Unico ancestral comum; ou seja, cada linhagem
génica coalesce num Unico individuo (Avise, 2009). E isso é verdadeiro para todas as linhagens
génicas presentes numa populacdo, mesmo que elas ndo coalesgam no mesmo ponto. Uma
populagdo atual possui, entdo, uma ou mais linhagens génicas que mantiveram-se até o presente.
O grande objetivo da filogeografia € utilizar as arvores filogenéticas dessas linhagens para
inferir forgas evolutivas historicas e contemporaneas que ajudaram a produzir a atual arquitetura
genética das populagdes (Avise, 2009).

Apesar da maior parte dos estudos ainda ser feito utilizando como principal marcador
molecular o mtDNA, existe uma tendéncia para que ele seja utilizado em conjunto com demais
marcadores nucleares (Brito & Edwards, 2009). Entretanto, mesmo com essas novas
abordagens, o mtDNA ndo deve ser abandonado para esse tipo de estudo. A utilizagdo dos
marcadores mitocondriais revelam diferentes aspectos de uma histéria complexa e em diferentes
profundidades de percep¢do em relagdo aos marcadores nucleares (Zhang & Hewitt, 2003).
Além disso, o tamanho efetivo dos marcadores mitocondriais € diferente dos marcadores
nucleares, o que faz com que a deriva genética cause divergéncia a uma taxa quatro vezes maior
nos mitocondriais, de forma que a estrutura filogeografica esperada é maior do que a nuclear
(Moore, 1995). O fato de a monofilia ser mais comum no mtDNA do que nos genes nucleares
também faz com que o marcador mitocondrial forneca visualizagdes mais claras da historia

filogeografica (Zink & Barrowclough, 2008).

1.8. Estudos filogeograificos em biomas brasileiros

No Brasil, o uso da filogeografia tem ajudado a esclarecer processos que governaram a
formagdo dos principais biomas, além de ilustrar a histéria evolutiva de diversas espécies. Os
estudos concentram-se principalmente em espécies de florestas tropicais imidas, como a Mata
Atlantica (Carnaval et al, 2009; Resende et al, 2010) e a Amazonia (Pellegrino et al, 2011).

Ambas as abordagens apontam para o Pleistoceno como uma época chave. As
oscilacdes climaticas caracteristicas desse periodo podem ter causado mudangas na forma e na
distribuicdo dos biomas e, por consequéncia, da distribuicdo das espécies que neles habitam.
Dessa maneira, nos periodos glaciais as florestas ficariam restritas a “manchas” isoladas por

uma matriz de vegetacdo aberta, e os organismos dentro de cada mancha ficariam isolados dos
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individuos da mesma espécie presentes em outras manchas. Assim, os organismos isolados
poderiam divergir e se diferenciar (Brown & Ab’Saber, 1979; Haffer & Prance, 2001). O
trabalho de Brown & Ab’Saber, 1979, ainda indica que areas abertas dominaram a paisagem da
Mata Atlantica durante certo periodo do Pleistoceno tardio, corroborando a existéncia dos ciclos
coerentes com as flutuagdes climaticas.

Essa hipotese recebe suporte de diversos trabalhos recentes que analisaram padrdes de
variabilidade e distribuicdo geograficas de espécies da Mata Atlantica. Varios organismos que
habitam a Mata Atlantica apresentam divisdo entre as popula¢des ao norte e ao sul. Tal padrao
parece ser recorrente, enquanto as populagdes mais ao sul frequentemente apresentam sinais de
expansdo populacional recente (Cabanne et al, 2007; Carnaval et al, 2009; D’Horta et al, 2011).
Além disso, as datas de divergéncias entre os grupos frequentemente sdo estimadas no
Pleistoceno (Cabanne et al, 2007; Pessoa, 2008; Carnaval et al, 2009; Thomé et al, 2010;
D’Horta et al, 2011). Além disso, regides entre o norte do Estado de Sdo Paulo e o sul do
Estado de Minas Gerais ja foram reportadas como regides de contato secundario entre diferentes
linhagens génicas isoladas (Cabanne et al, 2007; D’Horta et al, 2011).

Talvez a grande dificuldade desse tipo de trabalho seja diferenciar quanto da
estruturacdo das populacdes € devido a fatores histdricos — tais como as flutuagdes climaticas do
Pleistoceno — e quando ¢ devido a causas mais recentes, principalmente a acdo antropica. Essa
questdo ¢ ainda mais importante quando nota-se o grau de perturbacdo que esses grandes biomas

brasileiros sofreram desde a época da colonizagido (Dantas et al, 2011).
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2. Objetivos

Esta dissertagdo teve como objetivo estudar os padroes de variabilidade e estruturacao
genética em populacdes de fragmentos de Mata Atlantica, utilizando a espécie Nephila clavipes
como modelo. Os estudos forem realizados em micro e macroescala, a fim de inferir padrdes de
fluxo génico e relacionar os resultados com aspectos comportamentais e ecologicos da espécie.

Além disso, buscou-se analisar a distribuicdo geografica de diferentes linhagens génicas
através das analises filogeograficas, para explorar aspectos da historia evolutiva da espécie e sua
corrente distribuicdo em populagdes.

Objetivos especificos:

Analisar a variabilidade genética dentro e entre os diferentes fragmentos, utilizando o
marcador de mtDNA;

Estimar o fluxo génico e inferir padrdes de dispersdo da espécie;

Discutir a variabilidade e estruturagdo genética observada nas populacdes;

Inferir relagdes entre os haplotipos obtidos e sua distribuicdo geografica;

Estimar tempos de divergéncia entre diferentes linhagens génicas;

Analisar conjuntamente a distribuicdo geografica dos hapldtipos e o tempo de
divergéncia das linhagens para inferir possiveis eventos que contribuiram para moldar a

diversifica¢do do grupo.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Coletas

As coletas foram realizadas entre junho de 2008 e abril de 2012, preferencialmente nos

meses com maiores indices pluviométricos. Todos os individuos foram coletados manualmente

ou com auxilio de puga entomologico e tiveram seu DNA extraido imediatamente ou, em alguns

casos, foram conservados em etanol 100% para posterior extracdo. Foi obtido um total de 15

populagdes e 388 individuos. O abddémen das fémeas e os pedipalpos dos machos foram

individualmente conservados em etanol 100% e utilizados para identificagdo.

Tabela 1: Coletas realizadas.

Data Populagio Local N° de individuos
11/06/2008 1 Mata de Santa Genebra — Campinas/SP 28
25/03/2009 6 Serra do Japi — Jundiai/SP 12
27/04/2009 2 Parque Ecologico — Campinas/SP 20
20/05/2009 5 Observatorio — Valinhos/SP 27
27/05/2009 6 Serra do Japi — Jundiai/SP 10
08/06/2009 4 Sousas — Campinas/SP 09
04/03/2010 12 Sapiranga/RS 34
11/01/2011 3 Parque Hermogenes Leitdo Filho — Campinas/SP 11

06/02/11 13 Juiz de Fora/MG 37
07 ¢ 08/02/11 14 Vicosa/MG 32
10/02/11 15 Belo Horizonte/MG 29
23/03/11 7 Porto Feliz/SP 29
26/03/11 8 Rio Claro/SP 26
15 e 16/04/11 10 Foz do Iguagu/PR 30
25/11/11 9 Descalvado/SP 04
22/03/12 9 Descalvado/SP 18
29/03/12 11 Ibirama/SC 12
03/04/12 4 Sousas — Campinas/SP 20
Total 388

O desenho amostral foi elaborado de modo que fossem coletadas populacdes

compreendendo diferentes Estados das regides Sudeste e Sul. A analise em diferentes escalas

geograficas pode ser realizada, uma vez que as distancias entre as populacdes variam de 4-20

km (populagdes paulistas — microescala geografica) a até 1307 km (macroescala geografica).
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Figura 3: Areas de estudo. 1 — Santa Genebra; 2 — Parque Ecoldgico; 3 — Parque Hermégenes; 4 — Sousas; 5 —
Observatorio; 6 — Serra do Japi; 7 — Porto Feliz; 8 — Rio Claro; 9 — Descalvado; 10 — Foz do Iguagu; 11 — Ibirama; 12
— Sapiranga; 13 — Juiz de Fora; 14 — Vicosa; 15 — Belo Horizonte.

3.2. Extracao de DNA

O abdomen de todos os individuos foi retirado e, para fins da extracdo de DNA, foram
utilizados apenas o prossoma e as patas. O opistossoma nao foi utilizado por conter excesso de
material que poderia atrapalhar a amplificacio de DNA; além disso, ele contém a genitalia
feminina, utilizada para identificacdo. Os individuos foram macerados utilizando-se almofariz e
pistilo com o auxilio de nitrogénio liquido. A partir de entdo, utilizou-se o Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega), adaptando-se um protocolo a partir do sugerido pelo
fabricante. O protocolo final consistia em:
1) Adigao ao tecido macerado de 600uL de solugdo de lise nuclear (Nuclei Lysis Solution);
2) Os tubos foram aquecidos a 65°C por 4 horas;
3) Adigao de 200uL de solugdo de precipitagdo de proteinas (Protein Precipitation Solution);
4) Centrifugacio a 18.000g e 25°C por 10 minutos;
5) Sobrenadante transferido para um novo microtubo contendo 200uL de Protein Precipitation
Solution;
6) Centrifugacdo a 18.000g e 25°C por 10 minutos;
7) Sobrenadante transferido para um novo microtubo contendo 600uL de alcool isopropilico
absoluto gelado;

8) Centrifugacdo a 18.000g e 4°C por 10 minutos;
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9) Descarte do sobrenadante e adi¢cdo de 600uL de etanol 70% gelado;
10) Centrifugagdo a 18.000g e 4°C por 3 minutos;

11) Descarte do sobrenadante.

12) Secagem do material por um periodo de 6-12 horas;

13) Ressuspensdo em 30pL de HO miliQ;

14) Descanso por 30 minutos a temperatura ambiente;

15) Congelamento para estocagem.

A extragdo do DNA de fémeas e machos diferiu basicamente no nimero de tubos
resultantes para cada um. Como as fémeas de N. clavipes sdo muito maiores que os machos, o
produto macerado de cada individuo era bastante superior ao macerado de um macho. Portanto,
com cada fémea foi possivel a obten¢do de até trés tubos contendo DNA (cerca de dois gramas
de macerado por tubo), enquanto que para os machos apenas um tubo era o suficiente para

conter todo o material.

3.3. Amplificacdo do gene mitocondrial COI por PCR
Foram utilizados primers universais para amplificacdo do gene COI em

invertebrados, LCO1490 e HCO2198, descritos por Folmer et al (1994) e sabidamente
funcionais para Nephila clavipes (Alvarez-Padilla et al, 2009).

Tabela 2: Sequéncias dos primers utilizados para a amplificagdo de COI de N. clavipes.

Nome do primer Sequéncia 5°-3°
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

A reagdo foi de 25uL, utilizando o Kit de Amplificagdo Fermentas. Para 1pL de DNA,
foi adicionado 1U de Tag DNA polimerase, 2,8mM de MgCl,, Tampao de reagdo KCI 1x,
25mM de dNTP, 0,2uM de cada primer e o restante foi completado com H,O miliQ.

A ciclagem utilizada foi definida ao longo do projeto: desnaturagio inicial de 3 minutos
a 94°C; 30 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 56°C e 2 minutos a 72°C; extensao final
a 72°C por 3 minutos.

A amplificacdo foi confirmada por meio de visualizagdo em gel de agarose 2% com
tampao TAE 1X. Em cada microlitro de amostra foi aplicado 1pL de GelRed™. A eletroforese
foi feita a 60V por cerca de uma hora. O gel foi visualizado em luz ultra-violeta.

Os individuos cujas amplificagdes ndo foram possiveis com a reagdo descrita foram

purificados para nova tentativa de amplificacao.
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3.4. Purificacao das amostras
Foi utilizado o GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), de
acordo com os passos abaixo (para 30uL de amostra):
1) Adigdo de 150uL do Tampao de captura tipo 3;
2) Homogeneizagdo e centrifugacdo por 20 segundos a 18.000g e 25°C;
3) Colocagdo de uma coluna GFX MicroSpin em um tubo coletor; adicdo do material a coluna;
4) Centrifugacéo a 18.000g por 1 minuto e 25°C;
5) Descarte do sobrenadante e adicdo de S00puL do Tampao de lavagem tipo 1;
6) Centrifugacdo a 18.000g por 1 minuto e 25°C;
7) Descarte do sobrenadante e transferéncia da coluna para um novo microtubo comum;
8) Adicao de 30uL de agua estéril e livre de nucleases;
9) Descanso a temperatura ambiente por 1 minuto e 25°C;
10) Centrifugacdo a 18.000g por 2 minutos e 25°C;

11) Congelamento para estocagem.

3.5. Sequenciamento do gene mitocondrial COI

Todas as amostras com sucesso na amplificacdo do gene mitocondrial COI foram
enviadas para sequenciamento no Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas, no Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética — CBMEG/UNICAMP. As amostras que
apresentaram quantidade de DNA superior a 10ng/pL (em comparagdo com o DNA-padrio
LowDNA Mass — Invitrogen) foram diluidas com agua miliQ até a concentracdo definida. Elas
foram sequenciadas utilizando-se o BigDye terminator v 3.1 kit e um sequenciador capilar
automatizado (ABI PRISM 3700 DNA Analyzer — Applied Biosystems). Todas as
amostras foram sequenciadas no sentido forward (primer LCO1490) e reverse (primer

HCO2198).

3.6. Analise dos dados

As sequéncias obtidas foram alinhadas com o programa MEGAS (Tamura et al, 2001),
que também foi utilizado para os calculos preliminares sobre diversidade intra e
interpopulacional, distdncia genética média e entre pares de populagdes. O modelo de
substitui¢do mais adequado para as sequéncias apresentadas foi o Tamura-Nei (Tamura & Nei,
1993) com correcao gama (TN93+QG), usando o critério AIC (Akaike Information Criterion).

Os calculos de diversidade intrapopulacional, valores de Fsr geral e a listagem dos
haplotipos foram feitas utilizando o software DnaSP v5 (Librado & Rozas, 2009), que também
foi utilizado para gerar arquivos compativeis com os programas Arlequin 3.5 (Excoffier &

Lischer, 2010) e Network (Bandelt ez al, 1999).
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Os indices de diversidade (nimero de haplotipos, nimero de sitios polimoérficos,
diversidade haplotipica e nucleotidica), Fsr par-a-par, além de testes de neutralidade foram
feitos no Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). Além disso, foi realizada a AMOVA para
avaliar a significincia da diferenciacdo genética em diferentes niveis e foi aplicado o teste de
Mantel para correlag@o entre distdncias genéticas e distancias geograficas.

Para medir os efeitos do isolamento por distdncia entre diferentes classes de distincia,
foram realizadas regressdes simples entre as distancias genéticas e distancias geograficas. Para
testar se as classes de distancias eram diferentes entre si, foi realizada uma ANOVA de um fator
com teste post hoc de Tukey, no programa STATISTICA (StatSoft, 2010).

A arvore de haplotipos foi feita no programa Network (Bandelt et al, 1999).

As estatisticas Bayesianas, a inferéncia Bayesiana de arvore filogenética e as
estimativas de divergéncia foram feitas utilizando o programa BEAST v1.7.2 (Drummond et al,
2012). Foi utilizado um rel6gio molecular estrito com uma taxa de substitui¢ao de 0,0115 bases
por milhdo de anos (Brower et al, 1994), amplamente utilizada como taxa de substitui¢do do
gene COI em invertebrados e inclusive utilizada recentemente em estudos com outros grupos de
aranhas (Rix & Harvey, 2012). Foram utilizadas duas espécies como grupo externo, Nephila
inaurata e Nephila senegalensis, duas espécies africanas apontadas por Su et al (2011) como as
mais proximas de N. clavipes (sequéncias obtidas no NCBI, niimeros de acesso HQ441935 e
HQ441940, respectivamente). As analises foram feitas através de cadeias de Markov-Monte
Carlo com 20 milhdes de repeticdes, amostrando a cada 1000. Para a construgdo das arvores, foi
considerado um descarte (burn-in) do primeiro 10% das arvores (200.000 arvores iniciais), pois
jé foi o suficiente para haver convergéncia. Os resultados obtidos no programa BEAST foram
visualizados nos programas Tracer v1.5 (Rambault & Drummond, 2007) e FigTree v1.3.1

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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4. Resultados

4.1. Diversidade intrapopulacional

Dos 388 individuos coletados, 323 foram sequenciados com sucesso, sendo 287 fémeas
e 36 machos. A sequéncia alinhada final representa 491 pares de bases do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase I. Todas as 15 populacdes apresentaram polimorfismo, sendo 3 o niimero
minimo de haplétipos por populagdo (Ibirama), ¢ 10 o nfimero maximo (Vigosa e Serra do Japi),
num total de 46 haplotipos. A diversidade haplotipica foi bastante variavel entre as populacdes,
apresentando valores entre 0,25 e 0,85, com média de 0,803; ja a diversidade nucleotidica
também apresentou valores discrepantes, entre 0,00074 e 0,00845, e média de 0,00745. Os

dados obtidos para a diversidade das populagdes encontram-se sumarizados na tabela abaixo.

Tabela 3: Dados de diversidade para as 15 populagdes de N. clavipes. N/Fémeas = nimero de individuos/numero de
fémeas, h = numero de haplotipos, s = niimero de sitios polimoérficos, Hd = variabilidade haplotipica, © =

variabilidade nucleotidica.

Populagio N/Fémeas h s Hd T

Santa Genebra 26/26 6 8 0,72 0,00473
P. Ecolégico 17/13 4 7 0,49265 0,00323
P. Hermogenes 11/9 4 7 0,70909 0,00555
Sousas 20/20 6 9 0,67368 0,00510
Observatorio 25/24 8 10 0,81667 0,00596
Serra do Japi 19/19 10 13 0,78363 0,00548
Porto Feliz 26/20 5 8 0,65538 0,00526
Rio Claro 24/16 7 10 0,80435 0,00765
Descalvado 22/22 6 9 0,70996 0,00596
Foz do Iguagu 30/30 5 7 0,25287 0,00146
Ibirama 11/8 3 2 0,34545 0,00074
Sapiranga 16/12 5 10 0,53333 0,00277
Juiz de Fora 25/25 8 12 0,77 0,00747
Vigosa 30/25 10 16 0,80230 0,00845
Belo Horizonte 21/18 8 15 0,85238 0,00758
Total 323 46 46 0,803 0,00745

Os dados de distancia genética dentro das populacdes seguem os padrdes observados
para as diversidades haplotipicas e nucleotidicas: algumas populagdes apresentam distincia
genética mais elevada entre os individuos, enquanto que outras apresentam distdncia genética

muito baixa.
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4.2. Correlacio entre o tamanho do fragmento e os indices de diversidade

Foram realizadas regressdes simples entre o tamanho dos fragmentos transformados
para logaritmo de base 2 (tabela 1, Anexo) e as diversidades haplotipicas e nucleotidicas (tabela
3). Tanto os dados de diversidade haplotipica (R>= ,0816827) quanto os de diversidade
nucleotidica (R?>= 0, 02227377) apresentaram correlagdes ndo significativas (p>0,1 - figura 3, a
e b). Foram testadas, também, as mesmas regressdes considerando apenas as populacdes do

Estado de Sdo Paulo; da mesma forma, os resultados ndo foram significativos (p>0,1).

Diversidade haplotipica
A 0,9
0,8 - ' L *
0,7 - L 2

0,6 -
0,5 - ¢
0,4 -
0,3
0,2 -
0,1 -
0 : : T )
0] 5 10 15 20

Tamanho do fragmento (log,)

Diversidade nucleotidica
B 0,009 -
0,008 -
0,007 -
0,006 - L 2 )
0,005 -
0,004 -
0,003 - . *
0,002 -
0,001 - S

0 T T T 1
0 5 10 15 20

Tamanho do fragmento (log,)
Figura 4: Regressdo entre os indices de diversidade e o tamanho dos fragmentos, transformados em logaritmos de

base 2. a) Dados comparados com a diversidade haplotipica. b) dados comparados com a diversidade nucleotidica.
4.3. Estrutura genética interpopulacional

A estruturacdo entre as populagdes foi estimada de acordo com o pardmetro Fsr. O valor

geral foi 0,30178 (= 0,0384); os valores par-a-par encontram-se na tabela 4.
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Tabela 4: Fgr par a par das 15 populagdes analisadas. * - Valores significativos. 1 — Santa Genebra; 2 — Parque Ecologico; 3 — Parque Hermogenes; 4 — Sousas; 5 — Observatorio; 6 — Serra do
Japi; 7 — Porto Feliz; 8 — Rio Claro; 9 — Descalvado; 10 — Foz do Iguagu; 11 — Ibirama; 12 — Sapiranga; 13 — Juiz de Fora; 14 — Vigosa; 15 — Belo Horizonte.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

0,00576

0,11645 | 0,17441*

-0,02027 | 0,00097 | 0,0364

0,03467 | 0,08803 | -0,03661 | -0,00962

-0,02165 | -0,02197 | 0,06772 | -0,03681 | 0,01562

0,04447 | 0,07896* | -0,03689 | -0,01501 | -0,03172 | 0,01332

R[Q[N|n | [W

0,08308 | 0,09668* | 0,03846 | 0,03754 | 0,0372 0,03677 | 0,03149

9 10,05941 | 0,12578* | -0,0255 0,00216 | -0,02915 | 0,03427 | -0,02582 | 0,03515

10 | 0,08698* | 0,01412 | 0,41202* | 0,12235* | 0,24112* | 0,07466 | 0,23418* | 0,23767* | 0,28544*

11 | 0,10583 | 0,05724 | 0,41379* | 0,146 0,24616* | 0,09175* | 0,24936* | 0,21885* | 0,28582* | -0,00189

12 | 0,56444* | 0,68062* | 0,39283* | 0,51209* | 0,38701* | 0,5932* | 0,42058* | 0,38721* | 0,34047* | 0,80429* | 0,81977*

13 | 0,38771* | 0,3864* | 0,34911* | 0,35977* | 0,35511* | 0,33415* | 0,36484* | 0,2219* | 0,36051* | 0,5078* | 0,44943* | 0,58569*

14 | 0,41888* | 0,42511* | 0,34076* | 0,38367* | 0,36361* | 0,36684* | 0,37342* | 0,22626* | 0,36007* | 0,54052* | 0,48767* | 0,51121* | 0,02156

15 | 0,43211* | 0,44815* | 0,31408* | 0,38851* | 0,34757* | 0,3723* | 0,36372* | 0,2198* | 0,35095* | 0,59042* | 0,53662* | 0,51711* | 0,10404* | 0,06344*
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Boa parte dos pares de populagdes apresentaram valores de Fsr significativos, indicando
que, numa macroescala, as populacdes apresentam-se geneticamente bem estruturadas. A maior
parte dos valores significativos concentra-se nas populagdes de 10 a 15, que sdo justamente
todas as populagdes de fora do Estado de Sao Paulo.

Para compor a microescala geografica, foram isolados os valores de Fsr apenas para os

pares de popula¢des presentes no Estado de Sao Paulo (tabela 5).

Tabela 5: Fgr par a par mostrando apenas as populagdes do Estado de Sao Paulo. * - Valores significativos. 1 — Santa

Genebra; 2 — Parque Ecoldgico; 3 — Parque Hermdgenes; 4 — Sousas; 5 — Observatorio; 6 — Serra do Japi; 7 — Porto

Feliz; 8 — Rio Claro; 9 — Descalvado.

1 2 3 4 5 6 7 8
2 0,00576
3 0,11645 0,17411*
4 -0,02027 0,00097 0,0364
5 0,03467 0,08803 -0,03661 -0,00962
6 -0,02165 -0,02197 | 0,06772 -0,03681 0,01562
7 0,04447 0,07896* | -0,03089 -0,01501 -0,03172 0,01332
8 0,08308 0,09688* | 0,03846 0,03754 0,0372 0,03677 0,03149
9 0,05941 0,12578* | -0,0255 0,00216 -0,02915 0,03427 -0,02582 0,03515

O valor geral de Fsr considerando apenas as populagdes do Estado de Sdo Paulo foi
0,02996 (+ 0,0451), muito menor que o valor considerando todas as populagoes (Fsr = 0,30178).
Além disso, os valores significativos concentram-se na populagdo Parque Ecoldgico, que
apresenta os menores indices de diversidade do Estado.

Para testar os efeitos da dispersdo diferencial entre os sexos, os machos foram excluidos
da andlise. Foram calculados os valores de Fsr geral e par a par para as 15 populagdes
considerando apenas os 287 individuos fémeas amostrados. O valor geral encontrado foi
0,28982 (£ 0,0412), menor do que o valor quando os dois sexos foram considerados em
conjunto (Fsr = 0,30178). Os valores comparativos par-a-par foram bastante parecidos com os
originais, apresentando um padrdo visualmente semelhante. A queda no valor de Fst, no
entanto, ndo foi significativa (tabela 6). O mesmo procedimento foi feito apenas para as
populagdes do Estado de Sdo Paulo, a fim de verificar se o padrdo observado na macroescala
geografica se repetiria na microescala. Cento e setenta fémeas de 9 populacdes resultaram em
um valor geral de Fsr de 0,05163 (+ 0,0512), maior do que o valor apresentado quando os dois
sexos foram considerados conjuntamente (Fsr = 0,02996). Dentre os pares de populagdes (tabela
7), ao serem analisadas apenas as fémeas os valores significativos concentram-se nas
populagdes de Rio Claro e Parque Hermdgenes, duas das populagdes do Estado de Sdo Paulo
com maior propor¢do de machos coletados. Além disso, o aumento encontrado representa quase

o dobro do valor originalmente encontrado para o Estado.
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Tabela 6: Fgy par a par das 15 populagdes analisadas, considerando apenas as fémeas. * - Valores significativos. 1 — Santa Genebra; 2 — Parque Ecologico; 3 — Parque Hermogenes; 4 — Sousas; 5

— Observatorio; 6 — Serra do Japi; 7 — Porto Feliz; 8 — Rio Claro; 9 — Descalvado; 10 — Foz do Iguagu; 11 — Ibirama; 12 — Sapiranga; 13 — Juiz de Fora; 14 — Vigosa; 15 — Belo Horizonte.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
2 -0,01045
3 0,21717* | 0,20977*
4 -0,02027 | -0,03003 | 0,12798
5 0,03467 | 0,03702 | 0,01167 | -0,00962
6 -0,02165 | -0,0426 0,16229 | -0,03681 | 0,01562
7 0,05587 10,04183 | 0,00496 | -0,00912 | -0,03847 | 0,02222
8 0,13867* | 0,10376 | 0,11464 | 0,09145 | 0,08456 | 0,08271* | 0,07289
9 0,05941 |0,07173 | 0,01488 | 0,00216 | -0,02915 | 0,03427 | -0,03445 | 0,08167
10 0,08698* | 0,0592 0,55022* | 0,12235* | 0,24112* | 0,07466* | 0,27649* | 0,32194* | 0,28544*
11 0,08292 | 0,0748 0,51723* | 0,12029 | 0,22111* | 0,06612 | 0,26014* | 0,24708* | 0,25929* | -0,02077
12 0,5147* | 0,57225* | 0,24597* | 0,45297* | 0,32896* | 0,48075* | 0,34359* | 0,35097* | 0,2782* | 0,78237* | 0,77604*
13 0,38771* | 0,34851* | 0,37398* | 0,35977* | 0,35511* | 0,33415* | 0,35797* | 0,181* 0,36051* | 0,5078* | 0,42464* | 0,54155%*
14 0,37818* | 0,3426* | 0,29644* | 0,33872* | 0,31687* | 0,32204* | 0,31228* | 0,11686* | 0,31102* | 0,51562* | 0,43151* | 0,42948* | 0,03933
15 0,42478* | 0,3891* | 0,29573* | 0,37897* | 0,33533* | 0,36201* | 0,3377* | 0,15306* | 0,33854* | 0,59575* | 0,51099* | 0,46102* | 0,11701* | 0,05828
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Tabela 7: Fgr par a par das populagdes do Estado de Sdo Paulo, considerando apenas as fémeas. * - Valores
significativos. 1 — Santa Genebra; 2 — Parque Ecoldgico; 3 — Parque Hermogenes; 4 — Sousas; 5 — Observatorio; 6 —

Serra do Japi; 7 — Porto Feliz; 8 — Rio Claro; 9 — Descalvado.

1 2 3 4 5 6 7 8

-0,01045

0,21717* | 0,20977*

-0,02027 | -0,03003 | 0,12798

0,03467 0,03702 0,01167 -0,00962

-0,02165 | -0,0426 0,16229 -0,03681 | 0,01562

0,05587 0,04183 0,00496 -0,00912 | -0,03847 | 0,02222

0,13867* | 0,10376 0,11464 0,09145 0,08456 0,08271* | 0,07289

O (X0 (I[N |h= W

4.4. Divisao em grupos geograficos e AMOVA

Os padroes de diversidade intrapopulacional, bem como os valores significativos de Fgr
encontrados para as populagdes indicam trés grupos distintos: 1) populacdes do Estado de
Minas Gerais (Belo Horizonte, Vicosa e Juiz de Fora), que apresentam altas diversidades
haplotipica e nucleotidica, e altos valores significativos de Fsr com as demais populagdes; 2)
populagdes da regido Sul (Foz do Iguagu, Ibirama e Sapiranga), que apresentam baixas
diversidades haplotipicas e nucleotidicas, ¢ altos valores de Fgr entre si e com as demais
populagdes; 3) populacdes do Estado de Sdo Paulo (Porto Feliz, Rio Claro, Parque Hermdgenes,
Serra do Japi, Observatorio, Descalvado, Sapiranga, Parque Ecologico e Santa Genebra), que
apresentam indices de diversidade intermediarios e valores muito baixos ou ndo significativos

de Fgr entre si, porém altos valores com a maior parte das populacdes dos outros grupos.

Tabela 8: Dados de diversidade para os trés grupos. N = numero de individuos, h = nimero de haplétipos, s = nimero

de sitios polimérficos, Hd = variabilidade haplotipica, = = variabilidade nucleotidica.

Populacio N h S Hd n

Sao Paulo 190 26 26 0,7311 0,00563
Minas Gerais 76 15 22 0,8298 0,00818
Sul 57 11 14 0,5852 0,00502

Para estudar esses grupos foi feita uma AMOVA no programa Arlequin, com as
configuragdes padrdo e 1000 repeticdes. Trés grupos foram indicados: um grupo com as
populagoes do Estado de Sdao Paulo; um grupo com populagdes do Estado de Minas Gerais; e

um grupo com as populacdes dos Estados do Sul.
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Tabela 9: Resultados da AMOVA realizada para os trés grupos indicados.

Fonte da variacao Porcentagem da variacio
Entre os grupos 24,92
Entre as populagdes dentro dos grupos 11,04
Dentro das populagoes 64,04

4.5. Correlaciio entre distancia genética e distancia geografica

Para testar os efeitos da distancia geografica na estruturagdo genética das populacdes,
utilizou-se o Teste de Mantel no programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). Para isso,
construiu-se uma matriz de distdncia genética pela distancia geografica (tabelas 3 e 4, Anexo).

O grafico resultante indicou uma tendéncia positiva, porém nao significativa (p > 0,05).
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Figura 5: Grafico do teste de Mantel. Eixo x = distancia geografica (km); eixo y = distancia genética (% de sitios

divergentes). R?=0,125128, p = 0,058.

Foram, também, feitos testes de Mantel dentro dos trés grupos considerados na
AMOVA (Minas Gerais, Sao Paulo, Sul). Para os trés testes, os valores encontrados ndo foram
significativos (MG: R?=0,514612, p = 0,331; SP: R?=0,12802, p = 0,129; Sul: R?=0,178992,
p = 0,666).
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4.6. Relacdes entre os haplétipos

Os 46 haplotipos foram utilizados para a construcdo de uma rede (figura 6) com o
programa Network (Bandelt er al, 1999). O nimero de individuos por haplétipo, e sua
distribui¢do nas populagdes encontra-se na tabela 2 do Anexo. Trés hapldtipos sdo muito bem
distribuidos, estando presentes em pelo menos 10 populagdes. Por outro lado, foram
encontrados muitos haplotipos exclusivos, ou seja, que pertencem a apenas uma populagdo. Um
grande grupo de haplotipos exclusivos pode ser atribuido as populacdes mineiras (Belo
Horizonte, Vicosa e Juiz de Fora). Muitos haplotipos que parecem ocorrer apenas nessas
localidades encontram-se agrupados na rede de haplotipos construida. Sdo observados trés

grupos de haplotipos isolados, os clados 1, 2 e 3, melhor visualizados na figura 7a.

- Foz do lguagu/PR
B rorto Feliz/sp
B rio Claro/sp

Belo Horizonte/MG

- Vigosa/MG

- Sapiranga/RS

Descalvado/SP
Ibirama/SC
- Sousas - Campinas/SP

- Juiz de Fora/MG

130

Figura 6: Rede de haplotipos, mostrando as relagdes entre os 46 haplotipos amostrados. Cada circulo representa um
haplétipo, e seu tamanho ¢ proporcional ao niimero de individuos que possuem dado haplétipo. As cores representam
as 15 populagdes (legenda ao lado da figura). Os circulos brancos representam haplotipos hipotéticos Legenda a

esquerda representa o nimero de individuos equivalentes ao tamanho de cada circulo.
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4.7. Representacio dos clados nas populacdes

Para visualizar os clados nas populagdes, cada clado recebeu uma cor: clado 1, azul;
clado 2, verde, clado 3, vermelho (figura 7a). A figura 7b representa a propor¢do de individuos
pertencentes a cada clado em cada regido. A propor¢do de individuos de cada clado nas

populagdes ¢ apresentada na figura 1 do Anexo.

Figura 7: a) Representacdo dos clados na rede de haplotipos. b) Propor¢éo dos individuos de cada clado nas trés

regiodes.

4.8. Testes de Neutralidade
Os testes D de Tajima e Fs de Fu foram realizados a fim de verificar se as populagdes
evoluem de acordo com modelos neutros (tabela 11). Foram também realizados testes de

neutralidade em cada um dos trés clados (tabela 12).
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Tabela 10: Testes de neutralidade para as 15 populagdes amostradas. * - Valores significativos.

Populacio D de Tajima Fs de Fu
Foz do Iguagu -1,75911*% -1,51553
Porto Feliz 0,73209 1,94414
Rio Claro 1,30867 1,12366
Belo Horizonte -0,38958 -0,04716
Vigosa 0,06216 -0,28726
Parque Hermogenes 0,5728 1,52461
Sapiranga -2,04854* -0,65863
Serra do Japi -1,01745 -3,42643*
Observatorio 0,34718 -0,39742
Descalvado 0,62112 1,02820
Ibirama -1,42961%* -1,24552%
Sousas -0,04279 0,36871
Parque Ecologico -0,80478 0,90537
Santa Genebra 0,33986 0,6231
Juiz de Fora 0,5225 0,34109
Tabela 11: Testes de neutralidade para os clados. * - Valores significativos.
Clado D de Tajima Fg de Fu

1 -1,485% -6,01861%*

2 -0,57152 -1,99305

3 -2,2554% -29,17963*

4.9. Relacdes filogeograficas e estimativas de divergéncia
As relagdes filogenéticas entre os individuos foram inferidas por maxima

verossimilhanga (figura 8) e por analise bayesiana (figura 9), que também forneceu estimativas
dos tempos de divergéncia entre os principais nos.

Os valores de bootstrap foram baixos para quase todos nds da arvore de maxima
verossimilhanga. De forma geral, as relagdes estabelecidas nessa arvore coincidem com os

clados encontrados na rede de haplétipos, apesar do baixo suporte dos ramos.
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Figura 8: Representagdo dos ramos da inferéncia de Maxima Verossimilhanga obtida para as sequéncias através do
programa MEGA. As cores, da mesma maneira que a rede de haplotipos da Figura 7a, representam: azul, clado 1;
verde, clado 2; vermelho, clado 3.

A divergéncia entre N. clavipes e o grupo externo mais proximo (N. inaurata) foi datada
do Plioceno. As divergéncias entre trés os grupos de hapldtipos datam do Pleistoceno
médio/tardio.

As duas arvores apresentam mesma topologia.
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Figura 9: Inferéncia bayesiana e estimativas de divergéncia, obtidos no programa BEAST.
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5. Discussao

5.1. Diversidade intrapopulacional

Os padrdes de diversidade encontrados para o gene COI de Nephila clavipes sdo
proximos aos relatados para outras espécies do género: Hd= 0,803 (0,25287 a 0,85238) e m =
0,00745 (0,00074 a 0,00845).

Su et al (2007) encontraram padrdes bastante semelhantes para a espécie asiatica N.
pilipes: Hd= 0,707 e = = 0,00768.

O padrio de baixas divergéncias haplotipica e nucleotidica parece ser comum nas
espécies do género Nephila. Para N. antipodiana, a divergéncia média entre individuos
separados por mais de 1000 quilémetros de distancia foi de 1,52%. Para N. clavata, a distancia
entre Singapura e as Filipinas representa uma divergéncia média de apenas 0,62%. Resultados
semelhantes foram obtidos para N. plumipes, N. edulis e N. inaurata.

Para N. clavipes, o valor maximo de divergéncia entre os hapldtipos também foi baixo.
Mesmo com distancias geograficas superiores a 1300 quilometros, a divergéncia maxima nao
chegou a 2%, mantendo uma média de 0,85%. Portanto, observa-se que as espécies do género
Nephila possuem indices de diversidade genética semelhantes, o que pode ser devido as
espécies possuirem modos de vida e escolha de habitat bastante semelhantes.

A ordem Araneae possui grande diversidade de modos de vida e de escolha de habitat e
os padrdes de variabilidade genética também sdo bastante variaveis. Theridion californicum,
uma espécie de Theridiidae presente na costa oeste dos Estados Unidos, apresenta diversidade
haplotipica de apenas 0,556 para o gene mitocondrial COI (Croucher et al, 2011).; ja a espécie
australiana Hadronyche cerberea apresenta diversidade haplotipica de 0,763, semelhante a N.
clavipes, porém com diversidade nucleotidica média trés vezes maior (Beavis et al, 2011).

Nas comparagdes entre todos os individuos, a maior divergéncia entre duas sequéncias
foi de 1,9%, bastante abaixo dos 3% estipulados por Hebert ef al, 2004, como indicativo de
divergéncia entre duas espécies. Mesmo com uma grande area de ocorréncia e de coleta, nosso
trabalho ndo encontrou nenhum indicio molecular ou morfolégico de que os individuos
amostrados representem mais do que uma espécie.

O tamanho do fragmento ambiental pode afetar os indices de diversidade das
populagdes que nele vivem. Populagdoes de organismos da Mata Atlantica, como o anuro
Rhinella ornata, apresentam significativa queda na diversidade de haplotipos em fragmentos
com menores areas de floresta, possivelmente devido a perda aleatoria de hapldtipos em
fragmentos menores, com menores tamanhos efetivos das populacdes (Dixo et al, 2009).

Os resultados encontrados para N. clavipes contrastam com o obtido para R. ornata.
Tanto para a diversidade haplotipica quanto para a nucleotidica, ndo foram encontradas

correlagdes significativas com o tamanho do fragmento. Mesmos nas analises levando em conta
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apenas as populagdes do Estado de Sdo Paulo os dados nio foram significativos. Dessa maneira,
fatores além do tamanho do fragmento devem ser responsaveis pelos padrdes de diversidade
observados dentro de cada populagdo. As populagdes do Estado de Minas Gerais apresentaram,
em geral, indices de diversidades mais altos que os encontrados para as demais populagdes, e as
populagdes do Sul apresentaram os menores indices. A diversidade intrapopulacional pode,

entdo, estar de alguma forma relacionada a localizagdo geografica da populagio.

5.2. Estrutura genética interpopulacional

O valor geral de Fsr foi de 0,30178, considerado muito alto (Wright, 1984) e indicativo
de forte estruturacdo genética. A comparagdo par-a-par indica que seis populagdes sdao as
grandes responsaveis pela estruturagdo encontrada: Foz do Iguagu, Ibirama, Sapiranga, Juiz de
Fora, Vigosa e Belo Horizonte (tabela 4). Elas representam todas as populagdes amostradas que
se localizam fora do Estado de Sdo Paulo. Dentre as populagdes de Sao Paulo, os valores de Fsr
par-a-par foram, em geral, ndo significativos; os poucos valores significativos foram
moderados.

A AMOVA com os trés grupos indicados (Minas Gerais; Sao Paulo; Sul) indicou a
maior concentragdo da variagdo presente dentro de cada populagdo. Entretanto, ela também
aponta que ha maior variacdo entre os grupos do que entre as populagdes dentro dos grupos.
Isso indica que as populagdes agrupadas, de alguma forma, sdo mais semelhantes entre si do que
as demais populagdes. Dentre esses trés grupos, Minas Gerais possui os indices de diversidade
mais altos (Hd = 0,8298; m = 0,00818), Sdo Paulo possui indices proximos a média, e o Sul
registra os menores indices (Hd= 0,5852; = 0,00502).

As espécies do género Nephila sdo consideradas boas dispersoras; comparativamente ao
género mais proximo, Nephilengys, Nephila tem uma distribuicdo geografica muito maior e
ainda assim apresenta menores niveis de divergéncia genética, indicando eficiente fluxo génico
entre suas populagoes (Kuntner & Agnarsson, 2011b).

Em Taiuan, N. pilipes apresenta auséncia de estruturagdo entre populagdes separadas
por uma grande cadeia de montanhas, relatada como uma grande barreira para espécies de
vertebrados. A grande capacidade de dispersdo da espécie por balonismo é apontada como
principal responsavel pelos padrdes observados (Lee et al, 2004), j4 que quando coletada em
toda sua area de ocorréncia (distdncias de até 6500 quildometros) ndo apresenta grande
estruturagdo genética, mesmo entre populagdes muito distantes. A area de coleta — Sul e Leste
da Asia, Filipinas e Australia — é uma regido que esti sob constante influéncia de mongdes,
caracterizadas por chuva intensa e vento constante que devem exercer uma agao
homogeneizadora nas populacdes de espécies que realizam dispersdo aérea (Su et al, 2007).

Em N. clavipes, ¢ possivel observar boa manutengdo de fluxo génico em distincias

baixas e moderadas, com pouca ou nenhuma estruturacdo genética entre as populacdes. Com o
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aumento da distancia, a estruturacdo também é maior — o que pode ser atribuido a distancia
geografica e também a presenca de matriz entre os fragmentos. A auséncia de fortes ventos,
como as mong¢des do sudeste asiatico, também pode promover a maior estruturagdo observada

em N. clavipes em relagdo a outras espécies de Nephila.

5.3. Efeito da distancia geogrifica

A distancia geografica entre duas populagdes pode afetar de maneiras muito diferentes a
estruturagdo genética de uma espécie. Além da distdncia em si, € preciso levar em conta a
capacidade de dispersdo do individuo e as propriedades da matriz que separa essas populagoes
(Piitz et al, 2011). Em aranhas, mesmo espécies que realizam dispersdo por balonismo podem
apresentar queda na viabilidade de metapopulagdes devido ao decréscimo de fluxo génico em
populacdes separadas por apenas 10 quildmetros (Reed er al, 2011). Outras espécies, entretanto,
apresentam padrdes de estruturagdo genética que ndo necessariamente concordam com a
distribui¢do geografica dos individuos; tal estruturacdo, entdo, é explicada por outros motivos
que ndo o isolamento por distancia (Croucher et al, 2011).

Os resultados obtidos indicam que o isolamento por distdncia ndo € grande responsavel
pela estruturacdo genética apresentada. Foram realizados testes de Mantel separados para os trés
grupos utilizados na AMOVA (Sao Paulo; Minas Gerais; Sul), a fim de verificar a possibilidade
de que o isolamento por distancia existisse em baixa ¢ média escala. Os trés testes ndo foram
significativos (SP: p=0,129; MG: p=0,331; Sul: p=0,666), demonstrando que mesmo em menor
escala, ndo existe correlagdo entre distancia genética e distancia geografica.

No Estado de Sao Paulo, a estruturagdo genética foi muito inferior do que a encontrada
no geral. Dos 36 valores de Fgr obtidos para as comparacgdes par-a-par das 9 populagdes, apenas
quatro foram significativos (tabela 5). Além disso, os valores significativos sdo considerados
moderados. As distancias geograficas entre as popula¢des paulistas foram de 3 a 165 e os
resultados indicam que distancias dessa ordem de grandeza (microescala geografica) permitem
fluxo génico consideravel entre as populagdes de N. clavipes. A comparagdo entre os valores
das populacdes de Minas Gerais gera padrao parecido: dos trés valores, um ndo € significativo e
corresponde ao par de populagdes geograficamente mais proximas.

A falta de estruturacdo genética em distancias baixas e moderadas é esperada para N.
clavipes, uma vez que as espécies desse gé€nero sdo consideradas boas dispersoras (Kuntner &
Agnarsson, 2011a; Kuntner & Agnarsson, 2011b). Embora ainda ndo tenha ainda sido
demonstrada, a possibilidade das aranhas do género realizarem dispersao por balonismo ¢ muito
grande (Su et al, 2007; Kuntner & Agnarsson, 2011b).

Outras espécies de Nephila, como N. pilipes, apresentam baixa estruturagdo mesmo
entre populagdes separadas por 6.500 quilometros (Su et al, 2007). Para N. clavipes, ndo foi

encontrado um padrdo de correlacdo entre as distancias genética e geografica.
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Uma possibilidade para explicar a estruturagdo apresentada por populagdes de aranhas é
a dispersdo por agentes, incluindo antropicos. Aranhas do género Selenops habitam o Caribe
continental e apresentam dispersdo por balonismo. Sdo frequentemente encontradas em
plantagdes, locais proximos a habitagdes, utilizando como abrigos pedras e blocos de concreto.
Nessa espécie, Crews et al (2010) encontraram forte estruturagdo genética ndo correlacionada
com a distancia geografica, haplotipos muito parecidos amplamente, e haplotipos proximos em
populagdes muito distantes. Esse conjunto levou os autores a indicar a dispersdo por vetores,
especialmente antropicos, como a hipdtese post hoc mais indicada para explicar os padroes
observados. Embora ndo seja sinantropica como outras espécies da mesma familia, N. clavipes ¢
frequentemente encontrada na beira de estradas, trilhas ou mesmo em vegetacdo proxima a
ocupacdes humanas (Rypstra, 1985). Assim como em Selenops spp., alguns haplotipos sdo
amplamente distribuidos por centenas de quildmetros, enquanto que alguns haplétipos muito
relacionados sdo encontrados separados por grandes distancias. Assim, a dispersdo por vetores
pode ser possivel em N. clavipes, embora as diferengas genéticas entre os clados possam
representar divergéncias presentes antes da intervencao humana.

A dispersdo diferencial de machos e fémeas pode resultar em altos valores de Fst para
marcadores mitocondriais. Como a heranga é uniparental, apenas os haplétipos presentes nas
fémeas serdo passados para as proximas geracdes. Dessa maneira, se fémeas possuem dispersao
restrita, a capacidade de dispersdo do marcador fica limitada (Croucher et al, 2011). Os machos
de N. clavipes nao constituem teia propria na idade adulta; vivem como comensais nas teias das
fémeas, e sdo capazes de percorrer varias teias até encontrar uma fémea que esteja disponivel
para o acasalamento (Moore, 1977; Rittschof, 2010). Em outras espécies de aranhas, esse
cenario ¢ suficiente para o estabelecimento de divergéncias substanciais entre populagdes
proximas, mesmo na auséncia de barreiras visiveis ao fluxo génico (Cooper et al, 2011).

Em N. clavipes, ao analisarmos apenas as fémeas, o valor geral de Fsr apresentou ligeira
queda (de 0,30178 para 0,28982) ndo significativa (intervalos de confianca se sobrepdem).
Portanto, ndo foi detectado um efeito significativo exercido pelos machos na manutengdo de
fluxo génico na macroescala analisada.

Na microescala, a exclusdo dos machos representou um aumento no valor geral de Fgr
(de 0,02996 para 0,05163). Entretanto, os intervalos de confianga 95% desses valores também
se sobrepdem. Dessa forma, mesmo com o aumento de valor, nossos dados ndo permitem
afirmar que os machos sejam capazes de uma maior manutencdo de fluxo génico entre
populagdes proximas. Apesar de ndo significativos, os dados apontam uma tendéncia
interessante, que merece investigagdes mais detalhadas. Uma maior coleta de individuos
machos, além de analises com marcadores nucleares sdo sugeridas para a investigagdo dos

efeitos da dispersdo diferencial entre os sexos nos padrdes de fluxo génico de N. clavipes.
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5.4. Relacdes filogeograficas e estimativas de divergéncia

As arvores bayesiana (figura 9), de maxima verossimilhanca (figura 8) e a rede de
haplétipos (figura 6) apresentam os mesmos trés clados: clado 1 composto por individuos de 14
populacdes, que apresenta dois haplotipos bastante frequentes e muito bem distribuidos nas
populagoes; clado 2 composto predominantemente por individuos das populagdes de Minas
Gerais; clado 3, composto por individuos de 14 populacdes, e que apresenta o hapldotipo mais
frequente, presente em 130 individuos, também muito bem distribuido pelas populagdes..

A presenca de grupos genéticos distintos foi relatada para diversos organismos que
habitam a Mata Atlantica. Anuros do género Hypsiboas apresentam pelo menos trés grupos
genéticos, relacionados com a ocorréncia geografica dos individuos — um grupo na regido Norte,
um na regido Central e um na regido Sul da Mata Atlantica (Carnaval et al, 2009). Esse mesmo
padrdo é encontrado para as aves Sclerurus scansor (D’Horta et al, 2011). Xyphorhynchus
fuscus e Conopophoga lineata, duas aves tipicas da Mata Atlantica, dois grupos genéticos
(Cabanne et al, 2007; Pessoa, 2008). Diversos trabalhos apontam a regido entre o norte do
Estado de Sdo Paulo e o sul do Estado de Minas Gerais como uma zona de contato secundario
entre linhagens génicas isoladas (D’Horta et al, 2011; Pessoa, 2008).

Em N. clavipes, os trés grupos geograficos encontrados na AMOVA possuem
caracteristicas bastante diferentes quanto a indices de diversidade e composi¢do das populagdes.
No entanto, os grupos geograficos ndo correspondem totalmente aos clados filogenéticos: o
clado 2, composto majoritariamente por individuos das populagdoes de Minas Gerais, € 0 que
mais concorda com a ocorréncia geografica, enquanto que os clados 1 e 3 sdo compostos por
individuos amostrados em toda a area de coleta. A presenga de individuos dos clados 1 e 3 nas
populagdes de Minas Gerais, assim como a presen¢a de individuos pertencentes ao clado 2 na
populagdo de Rio Claro/SP pode ser um indicio de que a regido entre o Norte do Estado de Sao
Paulo e o Sul de Minas Gerais possa ser, também para N. clavipes, uma zona de contato
secundario entre linhagens distintas. Essa hipdtese ¢ refor¢ada pelos indicios de expansdo
populacional dos clados 1 e 3, de acordo com os testes de neutralidade. Além disso, a dispersao
por agentes pode explicar, em parte, a grande distribuicdo geografica encontrada nos clados 1 e
3.

As estimativas de divergéncia entre espécies de Nephila apontam para o Mioceno médio
e tardio e Plioceno, onde alteracdes ciclicas na temperatura média global podem ter provocado
grandes ondas de especiacdo. As espécies americanas do género Nephila (N. clavipes ¢ N.
sexpunctata) tem como grupo mais proximo as espécies africanas, tais como N. inaurata e N.
senegalensis, e apresentam posi¢do derivada em relagdo a estas ultimas, sendo a area ancestral
desse clado localizada na Africa (Su e al, 2011). A separagdo entre as espécies americanas e
africanas ¢ estimada entre o Mioceno tardio e o Plioceno (de 8 a 2 milhdes de anos atras — Su et

al, 2011). A estimativa de divergéncia obtida nesse estudo entre as sequéncias de N. clavipes e
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as sequéncias de N. inaurata e N. senegalensis depositadas no GeneBank foram em torno de 4
milhdes de anos, com 95% de probabilidade entre 5,2 e 2,8 milhdes de anos, durante o Plioceno.
Em N. clavipes, a primeira divergéncia entre os clados genéticos encontrados foi
estimada em cerca de 680 mil anos (IC95%: 955 a 405 mil anos). Divergéncias posteriores
foram estimadas entre 540 e 510 mil anos (IC95%: 771 a 300 mil anos), durante o Pleistoceno.

O Pleistoceno ¢ marcado por alternancia entre periodos quentes e periodos frios, com
transi¢cdes muito curtas entre eles (Dansgaard et al, 1993). Nessas situacdes, as grandes florestas
tropicais podem ter apresentado contragdo em seu tamanho original, ficando restritas a manchas
isoladas por matriz de vegetacao aberta (Brown & Ab’Saber, 1979; Haffer & Prance, 2001).

Na Mata Atlantica, ainda sdo poucos os trabalhos que evidenciem os efeitos das
flutuacdes climaticas do Pleistoceno na estruturacdo genética de populagdes. Estudos com
grupos de vertebrados, em especial anuros e aves, indicam resultados concordantes com o
padrdo previsto de diversificacdo no Pleistoceno. Espécies que apresentam divisdo em grupos
genéticos, frequentemente apresentam divergéncia entre esses grupos datadas do Pleistoceno.
As populagdes do Sul costumam apresentar menores indices de diversidade e indicam eventos
de expansdo recente (Cabanne et al, 2007; Carnaval et al, 2009; D’Horta et al, 2011).
Resultados semelhantes foram obtidos para alguns grupos de plantas, com a existéncia de ao
menos dois grupos de haplotipos para a Mata Atlantica e uma divisdo evidente na porcao central
do bioma, além de expansdo das populacdes da regido Sul (Turchetto-Zolet et al, 2012; Palma-
Silva et al, 2009).

Os resultados obtidos neste trabalho apresentam padrdo concordante com o descrito
para outros grupos estudados na Mata Atlantica. Dessa forma, nossos dados apontam que as
oscilacdes climaticas caracteristicas do Pleistoceno podem ter sido importantes para a
ocorréncia de eventos de divergéncia ndo apenas para vertebrados, como também para
invertebrados. Nosso estudo com N. clavipes é o primeiro que temos noticia a apontar um
animal invertebrado apresentando padrdes filogeograficos semelhantes aos de outros

organismos previamente estudados na Mata Atlantica.
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6. Conclusoes

Nephila clavipes apresentou-se como um modelo adequado para estudo, por ser de facil
identificacdo e captura. Além disso, apresenta niveis de variabilidade adequados para a
discriminacao entre individuos e entre grupos genéticos.

Os padrdes de diversidade encontrados foram semelhantes aos obtidos por estudos com
outras espécies do género Nephila: baixa divergéncia entre individuos separados por grandes
distdncias. Os indices de diversidade intrapopulacionais ndo apresentaram correlacao
significativa com o tamanho do fragmento em que cada populagdo estava presente.

Entre as populacdes foi detectada uma forte estruturacdo genética, indicando fluxo
génico reduzido entre populacdes separadas por grandes distdncias. Em distancias baixas ou
moderadas, os padrdes de estruturacdo foram baixos ou ausentes, indicando manutengio de
fluxo génico nessas distancias.

Foram encontrados trés clados genéticos distintos para N. clavipes na Mata Atlantica.
Esses clados, entretanto, ndo apresentaram claras relagdes com a localizagdo geografica dos
individuos, sendo o clado 2 o mais préximo de ser uma linhagem geografica.

A divergéncia estimada entre N. clavipes e as espécies africanas de Nephila foi coerente
com o estimado por trabalhos anteriores (entre o Mioceno e o Plioceno).

As populagdes do Sul apresentaram forte sinal de expansao recente.

As linhagens genéticas foram datadas no Pleistoceno, indicando que as flutuacdes
climaticas desse periodo podem ter causado eventos de divergéncia intraespecifica.

Este estudo apresenta uma espécie de invertebrado com padrdes filogeograficos
concordantes com os encontrados em organismos de outros grupos, indicando que processos em

comum podem ter atuado na diversificacdo de espécies da Mata Atlantica.
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Anexos

Tabela 1: Tamanho dos fragmentos onde foram coletadas as populagdes.

Populacio Tamanho (ha) Tamanho (log,)
Santa Genebra 251,77 7,97596
Parque Ecologico 110 6,78136
Parque Hermdgenes 13,44 3,74846
Sousas 50 5,64386
Observatorio 100 6,64386
Serra do Japi 20.000 14,28771
Porto Feliz 50 5,64386
Rio Claro 2.230 11,12283
Descalvado 62,73 5,97108
Foz do Iguagu 185.262 17,49921
Ibirama 570,58 9,15628
Sapiranga 12,24 3,61353
Juiz de Fora 134,68 7,07339
Vicosa 1611,29 10,654
Belo Horizonte 114,3 6,83669
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Tabela 2: Numero de individuos por haplétipo, por populacdo. 1 — Santa Genebra; 2 — Parque Ecoldgico; 3 — Parque

Hermogenes; 4 — Sousas; 5 — Observatorio; 6 — Serra do Japi; 7 — Porto Feliz; 8 — Rio Claro; 9 — Descalvado; 10 —
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Foz do Iguagu; 11 — Ibirama; 12 — Sapiranga; 13 — Juiz de Fora; 14 — Vigosa; 15 — Belo Horizonte.
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Figura 1, a — o: Proporgao dos individuos de cada clado presentes em cada populagdo. Clado 1, azul; clado 2, verde;

clado 3, vermelho.

a) Belo Horizonte b) Vicosa ¢) Juiz de Fora
d) Foz do Iguacu e) Ibirama f) Sapiranga

g) Santa Genebra h) Parque Ecoldgico i) Parque Hermogenes
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j) Sousas k) Observatorio 1) Serra do Japi

m) Porto Feliz n) Rio Claro 0) Descalvado
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Tabela 3: Distancia genética média entre as populagdes, em porcentagem de divergéncia (a direita: desvio padrdo). 1 — Foz do Iguagu; 2 — Porto Feliz; 3 — Rio Claro; 4 — Alta Floresta; 5 — Belo
Horizonte; 6 — Vigosa; 7 — Parque Hermogenes; 8 — Sapiranga; 9 — Serra do Japi; 10 — Observatério; 11 — Descalvado; 12 — Ibirama; 13 — Sousas; 14 — Parque Ecologico; 15 — Santa Genebra; 16
— Juiz de Fora.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 0,002 0,002 0,004 0,004 0,004 0,002 0,004 0,001 0,002 0,002 0,000 0,002 0,001 0,001 0,003
2 0,004 0,003 0,003 0,003 0,004 0,002 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,003
3 0,006 0,007 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,002 0,003 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002 0,003
4 0,012 0,012 0,012 0,002 0,003 0,003 0,004 0,003 0,003 0,003 0,004 0,003 0,004 0,004 0,003
5 0,010 0,01 0,01 0,011 0,002 0,003 0,004 0,003 0,003 0,003 0,004 0,003 0,003 0,003 0,002
6 0,011 0,011 0,011 0,011 0,009 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,003
7 0,005 0,005 0,007 0,012 0,01 0,011 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,003
8 0,01 0,007 0,009 0,014 0,011 0,013 0,007 0,004 0,003 0,003 0,005 0,003 0,004 0,004 0,005
9 0,004 0,006 0,007 0,013 0,011 0,011 0,006 0,009 0,002 0,002 0,001 0,002 0,002 0,002 0,003
10 0,005 0,006 0,007 0,013 0,011 0,012 0,006 0,008 0,006 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,003
11 0,005 0,006 0,007 0,013 0,011 0,012 0,006 0,007 0,006 0,006 0,002 0,002 0,002 0,002 0,004
12 0,001 0,005 0,006 0,012 0,011 0,011 0,005 0,011 0,004 0,005 0,005 0,001 0,001 0,001 0,003
13 0,004 0,005 0,007 0,013 0,011 0,011 0,006 0,008 0,005 0,006 0,006 0,004 0,002 0,002 0,003
14 0,002 0,005 0,006 0,012 0,01 0,011 0,005 0,01 0,004 0,005 0,005 0,002 0,004 0,002 0,003
15 0,003 0,005 0,007 0,013 0,011 0,012 0,006 0,009 0,005 0,006 0,006 0,003 0,005 0,004 0,003
16 0,009 0,01 0,01 0,011 0,009 0,008 0,011 0,014 0,01 0,011 0,011 0,009 0,01 0,009 0,01
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Tabela 4: Distancia geografica entre os pontos de coleta, medidos em km. 1 — Foz do Iguagu; 2 — Porto Feliz; 3 — Rio Claro; 4 — Alta Floresta; 5 — Belo Horizonte; 6 — Vigosa; 7 — Parque
Hermogenes; 8 — Sapiranga; 9 — Serra do Japi; 10 — Observatorio; 11 — Descalvado; 12 — Ibirama; 13 — Sousas; 14 — Parque Ecologico; 15 — Santa Genebra; 16 — Juiz de Fora.

1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

2 | 758
3 | 791,04 | 92,04
5 | 1252,54 | 522,58 | 465,6

6 | 1307,96 | 553,4 | 518,87 | 150,85
7

8

9

817,58 | 65,8 65,98 | 456,88 | 491,16
583,84 | 790,24 | 872,75 | 1294,15 | 1281,18 | 853,07
814,94 | 59,78 | 110,21 | 480,55 | 501,01 | 48,13 | 819,34
10 | 817,23 | 60,05 | 82,74 | 464,62 | 493,46 | 18,41 | 840,66 | 29,79
11| 811,29 | 149,98 | 58,1 441,07 | 510,3 116,78 | 923,25 | 164,11 | 134,96
12 | 534,47 | 469,05 | 552,06 | 977,1 973,91 | 531,98 | 321,05 | 499,23 | 519,92 | 603,68
13 | 825,41 | 70,73 | 75,67 | 452,34 | 484,01 | 10,45 | 854,47 | 42,73 | 14,19 | 124,75 | 533,63
14 | 818,52 | 62,64 | 77,54 | 460,84 | 4914 12,3 845,71 | 36,04 | 6,29 129,04 | 524,92 | 8,78
15 | 813,86 | 62,15 | 65,05 | 460,56 | 494,95 | 3,78 849,82 | 47,33 | 18,01 | 117 528,76 | 13,15 | 12,49
16 | 1214,61 | 456,4 | 437,3 | 218,68 | 124,28 | 398,59 | 1160,51 | 400,11 | 397,51 | 440,72 | 586,63 | 390,17 | 369,57 | 402,25
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