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CAVENAGH, A. F. Identificagao Molecular e Diversidade Genética em
Quatro Familias de Lycosoidea (Arachnida, Araneae), Brasil. 2024. 139 f.
Tese (Doutorado em Genética e Biologia Molecular) - Centro de Ciéncias
Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

RESUMO

Este estudo investiga a diversidade genética e estrutura populacional de aranhas
em Unidades de Conservacdo do Parana, utilizando ferramentas moleculares
como sequenciamento de DNA mitocondrial e desenvolvimento de primers
microssatélites. Através da analise de 148 individuos de 16 espécies, foi
identificado 26 grupos de individuos e Unidades Evolutivamente Significantes.
Para a espécie Ctenus ornatus, foram desenvolvidos oito primers microssatélites
e analisados 110 individuos em 6 populacdes, encontrando menor diversidade
genética na populacao do Parque Estadual de Vila Velha. Os resultados sugerem
que o isolamento por distancia ndo € o unico fator que estrutura as populacoes,
e que a atividade antrépica pode afetar a variabilidade genética de algumas
espécies. Os estudos moleculares fornecem informacgdes valiosas para o manejo
e conservagao de aranhas em Unidades de Conservacao.

Palavras-chave: aranha; DNA mitocondrial; diversidade genética;
microssatélite; transferabilidade.



CAVENAGH, A. F. Molecular Identification and Genetic Diversity in Four
Families of Lycosoidea (Arachnida, Araneae), Brazil. 2024. 139 f. Thesis
(Doctorate in Genetics and Molecular Biology) - Center for Biological Sciences,
State University of Londrina, Londrina, 2024.

ABSTRACT

This study investigates the genetic diversity and population structure of spiders
in Conservation Units (CUs) of Parana, Brazil, using molecular tools such as
mitochondrial DNA (mtDNA) sequencing and microsatellite primer development.
We analyzed 148 individuals from 16 species and identified 26 groups of
individuals and Evolutionary Significant Units (ESUs). For the species Ctenus
ornatus, we developed eight microsatellite primers and analyzed 110 individuals
in six populations, finding lower genetic diversity in the population of Vila Velha
State Park. The results suggest that isolation by distance is not the only factor
that structures the populations, and that anthropogenic activity can affect the
genetic variability of some species. We conclude that molecular studies provide
valuable information for the management and conservation of spiders in CUs.

Keywords: spider; mitochondrial DNA; genetical diversity; microsatellite;
transferability.
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1 INTRODUGAO

As aranhas Lycosoidea representam uma das superfamilias mais diversas
de aracnideos, com aproximadamente 6.251 espécies em sete familias:
Ctenidae, Lycosidae, Oxyopidae, Pisauridae, Psechridae, Thomisidae e
Trechaleidae (Polotow et al., 2015; Wheeler et al., 2016; World Spider Catalog,
2024). Esse grupo se destaca por sua ampla distribuicdo em quase todos os
ecossistemas, ocupando diversos nichos ecoldgicos e desempenhando fungoes

importantes no controle de populag¢des de insetos (Foelix, 2011).

Muitos estudos relacionados as aranhas estdo associados a sua
importancia meédica, como analises quimicas do veneno de algumas espécies,
principalmente em representantes de Ctenidae e Lycosidae (Foelix, 2011;
Hauke; Herzing, 2017; Rueda; Realpe; Uribe, 2017; Schmidt, 2019). Contudo,
considerando também que as aranhas sao predadoras de topo de cadeia, elas
sao reguladoras das populacdes de insetos que atuam ndo sé na decomposigao
da matéria organica, mas também de outros processos bioldgicos consideraveis
na manutencdo dos ambientes naturais como polinizagdo, herbivoria, dentre

outros (Francisco, 2011).

Apesar dos esforcos crescentes nas ultimas duas décadas, as aranhas
ainda sao um grupo de animais muito carentes de estudo, tanto no que se refere
a caracterizacgao etologica quanto em relagao a revisao taxondmica e descrigao
de espécies. Nesse sentido, muitas espécies necessitam de analises mais
eficazes em relacdo a identificacdo, seja para estudos populacionais, de
bioindicadores, ou agentes de controle biolégico em agro-ecossistemas
(Francisco, 2011; Peres et al., 2010).

O uso de métodos moleculares € de grande relevancia nestas situagdes,
incluindo o sequenciamento de trechos do DNA mitocondrial (DNAmt). A
exemplo disso Macrini et al. (2015) evidenciaram a diversidade criptica em
Aglaoctenus lagotis (Holmberg, 1876). A dificuldade de estabelecer
identificacbes morfoldgicas concretas muitas vezes, é mais evidente em alguns
grupos, como Lycosidae, em que evidenciais sugerem que diversos géneros

encontrados na América do Sul precisam ser revistos (Chemisquy et al., 2008).
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Além de estar relacionado aos estudos de identificagdo molecular, o gene
do DNAmt, citocromo c¢ oxidase subunidade | (COl), é também amplamente
utilizado em estudos evolutivos, ja que sua origem remota a historia dos
primeiros organismos eucariéticos e raramente apresenta insergdes e delegdes,
0 que o torna uma boa ferramenta para analises comparativas (Barret; Hebert,
2005). Hebert et al. (2003) observaram que a evolugao desse gene era rapida o
bastante para auxiliar ndo s6 na discriminagdo de espécies, mas de grupos

dentro de uma espécie, 0 que trouxe popularidade para este tipo de analise.

Delimitar corretamente as espécies resolve apenas uma das lacunas no
conhecimento biolégico sobre as aranhas. Outro aspecto importante esta
relacionado com o conhecimento a certa da estrutura que as populacdes dessas
espécies possuem atualmente. Isso pode ajudar em diferentes estratégias tanto
para pesquisas a cerca desses organismos quanto para agdes que visem sua
conservagao. O uso de outros marcadores moleculares tem sido uma das
principais abordagens na obtencédo de informag¢des genéticas para populagdes

naturais (Solé-Cava et al., 2012).

Dentre esses marcadores destacam-se os microssatélites, principalmente
por serem altamente polimdrficos e ndo estarem sob efeito de forgas evolutivas
(Turchetto-Zolet et al., 2017). Esses marcadores permitem uma avaliacdo da
diversidade genética livre de influéncias do ambiente ou do estagio de

desenvolvimento do organismo analisado (Lacerda et al., 2002).

O uso dos algoritmos de delimitagao de espécies aplicadas as sequéncias
do gene COIl unidos aos estudos da diversidade e estruturagcdo genética
baseados nas regides microssatélites, podem proporcionar informagdes precisas
sobre limites de espécies dentro de certos grupos taxondmicos. Com potencial
de promover meios rapidos e eficientes para delinear e identificar populagdes e
especies em Lycosoidea. Diante disto, o presente estudo amplia de maneira
significativa o nivel de conhecimento sobre diversas espécies de Lycosoidea,
fortalece a ideia de que a genética molecular € forte aliada no processo de
delimitagdo de espécies e fornece ferramentas para futuros trabalhos que
tenham por intuito aprofundar o conhecimento nesse grupo taxonémico e nas

dindmicas das populacdes das espécies aqui analisadas.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 ARANEAE E LYCOSOIDEA

Para a ordem das aranhas (Araneae) sao descritas aproximadamente 52
mil espécies, sendo esta considerada uma das ordens de maior diversidade e
dispersdo. E um grupo que possui uma divisdo ha muito tempo estruturada,
sendo representada por duas subordens: Mesothelae caracterizada pela posi¢cao
das fiandeiras na regido mediana do abdémen; e Opistothelae possuindo esta

condicao na posigao terminal (Figura 1) (Wheeler et al., 2016).

A subordem Opistothelae sofre uma segunda divisdo, que sao as duas
infraordens (Figura 1): Mygalomorphae que compreende todas as espécies de
tarantulas, caracterizadas pelo alinhamento paralelo das queliceras; e
Araneomorphae onde estao inseridas 90% das espécies de aranhas descritas,
caracterizadas por queliceras opostas uma a outra (Coddington; Levi, 1991;
Foelix, 2011; Wheeler et al., 2016).

Figura 1 - Esquema representando um cladograma simplificado da ordem
Araneae, mostrando as relagdes filogenéticas dentro do grupo e os principais
caracteres que distinguem tais grupos. Mesothelae - fiandeira proximal;

Mygalomorphae- fiandeira distal e queliceras paralelas; Araneomorphae: fiandeira distal
e queliceras opostas.

Mesothelae Mygalomorphae Araneomorphae

+ Opisthothelae

l Araneae

Fonte: Fotos - S. Scharf (InBioVeritas); Schwendinger, 2017; www.nicepng; www.spider-
transparent-clear-leg, adaptado por Mariana Costa Terra (2019) relacionado a filogenia de
Wheeler et al., 2016.
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Dentre a infra ordem Araneomorphae, esta a superfamilia Lycosoidea,
composta por sete familias com 6.251 espécies. Neste grupo encontram-se as
quatro familias de interesse deste estudo: Ctenidae, Lycosidae, Thomisidae e
Trechaleidae (Polotow; Carmichael; Griswold, 2015; Wheeler et al., 2016; World
Spider Catalog, 2024).

Um dos caracteres mais importantes para classificagao das familias de
aranhas sao os olhos, principalmente seu tamanho, posicionamento, quantidade
tapetum - membrana posicionada no globo ocular que faz com que os animais
tenham uma melhor visdo em baixa luminosidade, permitindo também, que os
olhos reflitam ao contato direto com a luz, o que auxilia sua identificacdo na
coleta. No caso de Lycosoidea essa membrana é em forma de grade, entretanto,
nao € uma caracteristica exclusiva dessa superfamilia. A auséncia de
apomorfias facilmente detectaveis (ex. sobreposi¢cao da morfologia do tapetum)
tem motivado estudos moleculares visando a melhor compreensao das relagdes
filogenéticas do grupo. Contudo, ainda sdo escassos e tem muito a contribuir

com a area (Foelix, 2011).

Filogenias com dados moleculares tem sido empregada no estudo de
varias familias de Lycosoidea (Albo et al., 2017; Benjamin et al., 2008; Polotow;
Carmichael; Griswold, 2015; Sirvid et al., 2013), envolvendo dados originados de
fontes diversas como composi¢cao proteica da seda (Pouchkina-Stantcheva;
Mcqueen-Mason, 2004) e analise de toxicidade do veneno (Hauke; Herzing,
2017; Rueda; Realpe; Uribe, 2017; Schmidt, 2019).

No que tange o aspecto conservagéo, pouco se sabe sobre esse grupo
tdo diverso de organismos. Espécies de Lycosidae ja foram estudadas em
trabalhos de Macrini et al. (2015), Tanikawa et al. (2018) e Krehenwinkel et al.
(2019); Thomisidae e Trechaleidae também possuem alguns estudos
populacionais com os trabalhos de Sirvid et al. (2013), Akipinar e Mammadova
(2020) e Da-Silveira e Bonatto (2009); ja Ctenidae conta apenas com dados

publicados por Salgado-Roa et al. (2021).
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2.2 ASPECTOS BIOLOGICOS E ECOLOGICOS DAS FAMILIAS CTENIDAE, LYCOSIDAE,
THOMISIDAE E TRECHALEIDAE

2.3.1 Ctenidae Keyserling, 1877

Ctenidae & um grupo considerado monofilético possuindo uma
distribuicdo de 603 espécies agrupadas em 48 géneros (Jocque; Dippenar-
Schoeman; Zoologin, 2006; World Spider Catalog, 2024). E uma familia de
espeécies de pequeno a grande porte, sendo composta por individuos que podem
chegar a 20 centimetros de comprimento considerando a extens&o das pernas.
Sao cacadoras ativas, de habito noturno e errantes, possuem uma alimentacao
exclusivamente carnivora (Foelix, 2011; Gonzaga; Santos; Japyassu, 2007;

Jocqué; Dippenar-Schoeman; Zoologin, 2006; Polotow; Brescovit, 2014).

Conhecidas como “tropical wolf spiders” (Lucas 1988), ndo possuem um
nome popular que englobe o grupo como um todo no Brasil, salvo exce¢do das
espécies conhecidas como “armadeiras”, que pertencem ao género Phoneutria.
Ctenidae é muito abundante no continente Sul-Americano, mas seus géneros

sdo dispersos por toda regido tropical do planeta (World Spider Catalog, 2024).

O padrao ocular observado em Ctenidae € de oito olhos em formacgao do
tipo 2-4-2 (Figura 2), sendo esta uma das caracteristicas utilizadas como
representacao de grupo monofilético. Outros pontos que devem ser analisados
com precisao sao as estruturas genitais, fiandeiras, queliceras e garras tarsais,
importantes também para a classificacdo a nivel de espécie (Foelix, 2011;

Jocqué; Dippenar-Schoeman; Zoologin, 2006; Silva-Davila, 2003).
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Figura 2 — Representacéo do arranjo ocular do tipo 2-4-2 que suporta a monofilia
de Ctenidae, disposicao dos oito olhos em trés fileiras e foto de um exemplar da
familia Ctenidae.

____‘__‘____

Fonte: SILVA-DAVILA, 2003; JOCQUE; DIPPENAR-SCHOEMAN; ZOOLOGIN, 2006 - Foto:
Jocqué; Dippenar-Schoeman; Zoologin, 2006 e Thomas Shahan.

Membros da familia Ctenidae, além de sua importancia médica, também
vem recebendo grande interesse por sua capacidade de bioindicador de
qualidade ambiental, ja que sao mais exigentes quanto as condi¢gdes do habitat
e mais vulneraveis a alteragdes na estrutura da vegetagdo (Mestre; Gasnier,
2008; Rego et al., 2005).

Com relagdo ao ponto de vista socioecondmico, espécies do género
Phoneutria Perty, 1833, por exemplo, sdo caracterizadas por serem agressivas
e venenosas, um dos grupos que mais provocam acidentes no Brasil. Entretanto,
sao aranhas de importancia médica devido ao efeito altamente neurotéxico de
seu veneno (Foelix, 2011; Hazzi et al., 2018). Além disso, o veneno das espécies
do género tem uma composi¢ao relacionada a ativos bioldégicos que séao
interessantes para o desenvolvimento de medicamentos e bioinseticidas

(Peigneur; De Lima; Tytgatj, 2018).

Muitas espécies de Ctenidae (Figura 3), estdo associadas diretamente
a um ambiente de mata preservada, pelo fato de possuir grupos arboricolas,
contudo, a familia possui muitas espécies de caracteristica errante, sem uma

residéncia fixa (Foelix, 2011; Polotow; Brescovit, 2014).
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Figura 3 — Exemplar de Ctenidae (Guasuctenus longipes (Keyserling, 1891)).

Fonte: Matheus Pires Rincéo (2018 — 2020).

2.3.2 Lycosidae Sundevall, 1833

As aranhas-lobo, nome comum para os membros da familia Lycosidae,
sdo otimas cagadoras e muito ageis, sendo muito importante em papéis de
controle biolégico, como predadores de pragas agricolas, onde sdo muito
observadas (agro-ecossistemas) e economicamente importantes (Mestre;
Gasnier, 2008; Rego et al., 2005).

Sao também consideradas como organismos modelos em relagdes
ecoldgicas e de comportamento (De Almeida et al., 2010; Hoefler et al., 2008;
Stratton; Uetz, 1983; Wilder; Rypstra, 2010), no controle das comunidades
terrestres através da predacdo e em estudos da composicdo do veneno
examinando os transcritos expressos por essas glandulas e desenvolvendo

marcadores (Zhang et al., 2010).

E um grupo composto por 2.466 espécies que se distribuem em 132
géneros (World Spider Catalog, 2024). Lycosidae abriga espécies que podem
chegar a 5 centimetros levando em consideragdo a extensdo das pernas, e
frequentemente, as fémeas sdo maiores que os machos. Sdo aranhas cujo
comportamento errante predomina, embora dois géneros apresentem habito
mais sedentario, utilizando teias como método de captura de presas, como as
espécies do género Aglaoctenus Tullgren, 1905 (Foelix, 2011).
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Sao animais de habito noturno, que possuem cuidado parental e praticam
a construcao de abrigos subterraneos, podendo também fazer abrigos paralelos
a superficie; durante a captura de presas, tendem a reagir principalmente as
vibragdes causadas pela batida das asas ou pelo padrdo caracteristico de
caminhada dos insetos; possuem um arranjo ocular composto por oito olhos

dispostos em um padrao do tipo 4-2-2 (Figura 4) (Foelix, 2011).

Figura 4 — Disposi¢cao em fileiras do padrao ocular do tipo 4-2-2, caractere
importante na identificagcao de espécies, e foto de exemplar de Lycosidae

Fonte: Foelix, 2011 — imagem adaptada com foto de Jodo P. Burini — PrimalShutter.

De acordo com Foelix (2011), a morfologia e comportamento de
Lycosidae sao caracteristicas importantes para que ela possa ser diferenciada
de outras familias, incluindo: variacao de cores sobre o cefalotérax e abdémen,
a qual forma um desenho parecido com uma seta (Figura 5). A utilizacdo da
técnica de ficar a espreita para capturar sua presa deu as aranhas dessa familia
0 nome de aranhas lobo, pois apesar de possuirem as glandulas de seda,

geralmente ndo confeccionam teias para esta finalidade.
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Figura 5 - Exemplar de Lycosidae (Lycosa erythrognatha Lucas, 1836), sendo
possivel observar variacdo de cor.

Fonte: Matheus Pires Rincéo (2020).

Espécies de Lycosidae sdo capazes de colonizar ambientes mais
rispidos, como os agro-ecossistemas, conseguindo se adaptar melhor aos
habitats antropicamente modificados. E uma familia recente, e se comparada
com outros grupos, e sua origem e diversificagdo parece estar muito associada
com a historia evolutivas das gramineas. De modo que s&o muito adaptadas a
esse tipo de ambiente, e por sua vez sua histéria recente com adaptacdes a
habitats muito similares possa ter favorecido a manutencido de certas
caracteristicas morfolégicas, levando a uma problematica para sistemas de
taxonomia baseados exclusivamente em morfologia (Albo et al., 2017; Piacentini;
Ramirez, 2019; Wheeler et al., 2016).

2.3.3 Thomisidae Sundevall, 1833

Thomisidae, sdo conhecidas como aranha caranguejo, devido a sua alta
capacidade de locomocao lateral e a propor¢ao dos dois conjuntos de pernas
dianteiras serem bem maiores que as demais. Possui 2.170 espécies que se
dividem entre 171 géneros, é a segunda familia com maior numero de espécies
dentro de Lycosoidea, perdendo apenas para Lycosidae (Foelix, 2011; World
Spider Catalog, 2024).

Séao espécies pequenas de dois centimetros de comprimento; errantes e
que nao produzem teia, capturam suas presas por modo de emboscada sob
folhas e flores. As aranhas caranguejo possuem espécies altamente coloridas
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de tons amarelos brilhantes e verde (Figura 6), mas também podem apresentar
padroes de cores semelhantes a cascas de arvores, ambos proporcionam a
possibilidade de se camuflar na vegetagcédo, o que, juntamente a um veneno
altamente eficaz contra insetos favorece ataques contra presas maiores (Rocha-
Filho; Rinaldi, 2011; Vieira; Gonzaga, 2017).

Figura 6 — Exemplares de Thomisidae, evidenciando as variaveis de coloragao
do grupo.

Fonte: Jo&o Burini (https://www.primalshutter.com/) — (2023) e Matheus Pires Rinc&o (2020).

O valor econémico de Thomisidae esta ligado ao seu habitat e na pratica
de uso como controle biologico, ja que sao predadoras de pragas agricolas
(Nyffeler; Benz, 1987; Riechert; Lockley, 1984; Uetz et al.,1999). Possuem os
olhos dispostos em duas fileiras transversais um pouco curvas, sendo os centrais
pouco menores e o0s laterais situados em saliéncias tuberculiformes,
evidenciando um padrao do tipo 4-4 (Figura 7). Além disso, ao contrario de
Ctenidae e Lycosidae, Thomisidae apresenta preferencialmente habitos diurnos
(Foelix, 2011).
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Figura 7 — Caractere de identificacdo de Thomisidae: disposig&o ocular do tipo
4-4 com olhos laterais maiores e dispostos em saliéncia, e foto de exemplar da
familia.

\ Y,

Fonte: Foelix, 2011 — imagem adaptada pelo autor com foto de Jodo P. Burini — PrimalShutter.

De acordo com alguns autores, as aranhas caranguejo sdo mais diversas
em areas intemperadas, subtropicais e tropicais, como as dos ecossistemas do
Cerrado (Gonzaga et al., 2007; Schick, 1965), um dos principais hotspots de
diversidade do Brasil (Orme et al., 2005).

Rocha-Filho e Rinaldi (2011), observaram que um conjunto de flores
dispostos em uma planta pode ter relagcdo com a presencga das espécies de
Thomisidae, fato este ligado a quantidade de flores e suas caracteristicas que
influenciam diretamente na abundéancia de insetos visitantes, o que fundamenta
a escolha dos locais de caga dessas aranhas (Bernays; Chapman, 1994; Greco;
Kevan, 1994).

2.3.4 Trechaleidae Simon, 1890

As aranhas aquaticas de pernas longas, como sdao chamados os
individuos de Trechaleidae, compdem uma familia pequena e pouco estudada
de 133 espécies divididas em 17 géneros (World Spider Catalog, 2024), apesar
do nome popular as espécies brasileiras sdo todas semiaquaticas. E um grupo
muito proximo filogeneticamente de Lycosidae, contudo divide caracteristicas

também com Pisauridae.
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Possuem preferéncia por habitats de agua corrente, geralmente em
fendas de rochas e cachoeiras; tém a habilidade de caminhar sob a agua devido
aos tarsos mais flexiveis e podem mergulhar e permanecer submersas por 20
minutos; se alimentam de girinos, insetos e pequenos peixes (Silva, E., 2012;
Motta, 2014; Sim6 et al.,, 2011). Sdo animais errantes e possuem cuidado
parental, onde as fémeas carregam a ooteca, que possui forma achatada, presa
nas fiandeiras, similar ao que é observado em Lycosidae. Além de exibirem outro
comportamento pouco observado em aranhas, os machos de algumas espécies
oferecem presentes nupciais as fémeas (Jocqué; Dippenaar-Schoeman, 2007;
Silva, E., 2012).

Trechaleidae possui os olhos dispostos em padrao tipo 4-4 (Figura 8),
porém, diferente de Thomisidae, ja que apresentam uma fileira de olhos
pequenos proximo as queliceras e uma fileira de olhos grandes/medianos acima
(Albo et al., 2017; Carico, 2005; Da Silva; Lise, 2009; Jocqué; Dippenaar-
Schoeman; Zoologin, 2006). Essas aranhas variam de tamanho, podendo
chegar a 19 centimetros com as pernas estendidas, como a espécie Trechalea
bucculenta (Simon, 1898) considerada a aranha de maior envergadura do
cerrado (Motta, 2014).

Figura 8 — Disposi¢ao dos olhos em Trechaleidae padrao 4-4, caracteristica
marcante de definicdo de grupo, e foto de um exemplar da familia.

Fonte: Da Silva e Lise, 2009 — imagem adaptada pelo autor com foto de Jodo P. Burini —
PrimalShutter.
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Associadas a um ambiente de mata preservada, assim como as espécies
de Ctenidae, Trechaleidae que sdao semiaquaticas, agregando-se a um ambiente
aquatico preservado e propicio a suas presas (Foelix, 2011; Polotow; Brescovit,
2014) (Figura 9).

Figura 9 — Fotos de exemplares da familia Trechaleidae.

Fonte: Fotos de Jo&o Burini (https://www.primalshutter.com/) — (2023) e Matheus Pires Rincao
(2020).

2.3 UNIDADES DE CONSERVACAO E SUA IMPORTANCIA PARA A CONSERVACAO DAS
ARANHAS

Regides florestais sempre foram reconhecidas como fontes de riqueza e de
recursos essenciais para a sobrevivéncia humana. Devido ao uso indiscriminado
dessas areas, tornou-se necessario estabelecer as "areas naturais de protecao",
também conhecidas como Unidades de Conservacgao (UCs). Esses espacgos séo
protegidos por lei e tém como objetivo preservar atributos naturais relevantes, de
importancia ecolégica e socioambiental (Carrijo, 2023; WWF/Unidades de

Conservagao: conservando a vida, os bens e 0s servigos ambientais, 2008).

O procedimento de criagdo de UCs no estado do Parana nao discordou
da maioria dos estados. Embora as primeiras iniciativas para a criacdo de UCs
datem de 1876, o primeiro parque brasileiro foi criado somente em 1937, o
Parque Nacional de ltatiaia. Ja no estado do Parana, o Parque Nacional do
Iguacu foi muito defendido por Santos Dumont, em 1916, contudo so6 foi instituido
em 1939, por decreto do presidente da Republica Getulio Vargas (Campos;
Costa-Filho, 2005).
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A histéria das UCs no Estado esta vinculada as areas remanescentes do
processo de colonizagdo, expansado das fronteiras agricolas e ocupacédo do
territorio paranaense, n&o possuindo parametros similares ligados a protecao
dos diversos ecossistemas. Deste modo, para garantir o amparo a
biodiversidade, nao é suficiente somente a protegdo das UCs, mas é essencial
aplicar os principios da biologia populacional nas estratégias de manejo para
otimizar a preservagédo das espécies e sua variabilidade genética (Campos e
Costa Filho, 2005).

Cada UC recebe uma classificagédo, ligada as suas caracteristicas e
objetivos a serem abordados. As Unidades de Protecao Integral s&o preservagao
de ecossistemas, proporcionando pesquisas cientificas, manejo e educagéo
ambiental de promover a conservagao do meio ambiente Reservas Bioldgicas
(Rebio) e Parques (nacionais, estaduais e municipais) (MMA — Ministério do Meio
Ambiente, 2000).

No presente estudo, enquadram-se nessa classificacdo a Reserva
Bioldgica das Perobas (RBP) municipios de Tuneiras do Oeste e Cianorte, que
possui exemplares de mais de 30 metros de altura, assim como diversas
espécies de animais silvestres — alguns ameagados de extingdo — além de
proteger 20 nascentes que comp&em a microbacia do rio dos indios. E o Parque
Estadual Mata dos Godoy, localizado no distrito de Espirito Santo do municipio
de Londrina, que é uma das ultimas reservas naturais de mata nativa existentes
no Norte do Parana, ele abriga 282 espécies de aves (tucano de bico verde,
aracari de bico branco, jacutinga, macuco, gralha-picaca e urubu-rei, entre
outros) e 65 mamiferos (tamandua-mirim, macaco-prego, onga-parda, lontra,
quati, anta e o quase extinto gato-mourisco, entre outros) (Carina Bernardino —
Crea/PR, 2019).

Todas as Unidades de Conservagao possuem importancia ambiental, de
modo que o valor esta na preservagao e manutencao da fauna e flora, incluindo
as espécies em extingdo. Além de areas de valor paisagistico e cultural de
grande relevancia histérica e ambiental para o estado (Carina Bernardino —
Crea/PR, 2019).
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Todo organismo presente nessas areas demonstra aplicabilidade no
manejo de conservagao, firmando a presenca das espécies daquelas regioes e
mantendo o equilibrio populacional. Diante disso, as aranhas com sua alta
distribuicdo de espécies, alta relevancia ecolégica e podem ser utilizadas em
monitoramentos ambientais (Antonelli; Sanmartin, 2011; Tinoco et al., 2015). A
riqueza de aranhas em uma determinada regido, possui uma forte ligagdo com
a sensibilidade de cada espécie do grupo, envolvendo fatores abioticos proprios
do ambiente, como temperatura, umidade e intensidade luminosa, onde algumas
aranhas sao mais bem adaptadas em ambientes com baixas variagdes do clima
(Foelix, 2011). O que nos leva a distribuicao atribuida também as condigcbes
fisicas, envolvendo fatores como o suprimento de presas, quantidade de
competidores, predadores e em especial a vegetagéo presente de cada habitat
(Souza, 2007).

Com o proposito de incluir o uso de aranhas como indicadores bioldgicos
afim de demonstrar o uso de invertebrados em questdes referentes as politicas
de conservacao, referenciando que a riqueza e abundancia das aranhas possam
refletir a de artrépodes pertencentes a niveis tréficos inferiores, por exemplo.
Além do baixo numero de trabalhos voltados a compreensao evolutiva e de
identificacdo de espécies do grupo das aranhas, cria a necessidade de novos
estudos, principalmente em Unidades de Conservagdo, que servem para
proteger a diversidade biolégica e o0s recursos genéticos associados
(WWF/Unidades de Conservagao: conservando a vida, os bens e 0s servigos
ambientais, 2008; Ribeiro et al., 2009).

2.4 O USO DOS MARCADORES MOLECULARES PARA A CONSERVACAO DAS ARANHAS

Os marcadores moleculares sao ferramentas e técnicas que detectam
variacdes herdaveis no fenodtipo molecular, englobando diferentes moléculas
como proteinas, enzimas e, principalmente DNA, de modo que dentre esses
marcadores, aqueles que focam nas alteragdes de DNA sao preferiveis devido
sua consisténcia e relativa independéncia de interagdo com o0 meio para
expressar essas variagoes (Ferreira; Grattapaglia, 1998). Onde sao utilizadas
para estudos de diversidade genética individual e populacional, reconstru¢ao

filogenética, mapeamento génico e aplicagdes conservacionistas (Decanine,



a A WO N -

o N O

11
12
13
14
15
16
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29
30
31
32

34

2016; Dufresnes et al., 2014; Fernandes; Caparroz, 2013; Schlotterer, 2004;
Telles et al., 2007). Estes estudos sao de grande importancia para compreensao
dos padrdes biogeograficos, conservagdo e manejo, assim como relacionado a
teorias da evolugéo e processos bioldgicos (Dobzhansky, 1976; Hamilton et al.,
2014).

Diante desse contexto, o desenvolvimento de abordagens investigativas
demanda algumas metodologias especificas. Os marcadores moleculares
possuem habilidades pontuais em relagao a outros marcadores que nao se
baseiam em DNA (Agarwal et al., 2008; Duran et al., 2009). Os microssatélites
como Short Tandem Repeats (STR), Simple Sequence Repeats (SSR) ou Simple
Sequence Length Polymorphism (SSLP), sdo ferramentas amplamente usadas
nestas areas de pesquisa, como ecologia molecular e genética de populagoes.
Por se tratar de marcadores genéticos codominantes, ou seja, que tem a
capacidade de diferenciar os alelos provenientes dos diferentes gametas
parentais. Possuem repeticdes em tandem (1 a 6 bases) com alta taxa de
mutacdo, os SSRs tornam-se altamente polimorficos e apropriados para

diferentes tipos de estudos (Planas; Bernaus; Ribera, 2014; Zanella et al., 2017).

Embora os SSRs apresentem muitas vantagens e aplicabilidades, seu uso
demanda o isolamento e desenvolvimento de primers e/ou a disponibilidade de
primers de espécies proximas para testes de transferabilidade (Zanella et al.,
2017). Porém as técnicas sendo muito laboriosas, como a técnica de hibridizacao
seletiva que os fragmentos s&o ligados a adaptadores com sequéncias
conhecidas, desnaturados e hibridizados com as sondas de repeticdes simples.
Em seguida as ligagcées nao especificas sao removidas por lavagem e a sonda
hibridizada é restaurada por PCR e clonados para se obter os SSR (Rassmann
et al., 1991).

E a técnica de extensdo de primers que a amostra é submetida a enzimas
de restricdo que fragmentam o DNA em tamanhos diferentes produzindo a
biblioteca primaria. Os fragmentos selecionados por tamanho séo inseridos no
vetor de um fago para a obtengdo de DNA circulares de filamentos unicos que
irdo servir de moldes para a extensao de uma determinada repeticao, gerando

produtos de fita dupla apenas dos vetores com a repetigao alvo (Ostrander et al.,
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1992; Paetkau et al., 1995), e acabavam por clonar apenas uma parte do

genoma.

As dificuldades econdmicas relacionadas ao seu uso vém sendo
diminuidas pelo surgimento de novas tecnologias de sequenciamento, como o
Sequenciamento de Nova Geracédo (NGS), reduzindo ndao s6 o custo como a
quantidade de técnicas associadas ao seu desenvolvimento (Santana et al.,
2009).

Com advento das tecnologia de melhoramento de nova geracdo, se
tornou mais rapido e barato obter grande quantidade de sequéncias gendmicas
de uma espécie, o que permite por meio de ferramentas de bioinformatica a
investigacado de possiveis loci de microssatélites candidatos para estudos
populacionais (Delmas et al., 2011; Mardis, 2008). Acrescendo seu uso em uma
extensa gama de organismos, incluindo as aranhas, grupo este que ainda possui
limitagdes no desenvolvimento e aplicagdo de microssatélites (Brewer et al.,
2014; Parmakelis et al., 2013).

Os microssatélites ja sdo amplamente utilizados em diversos grupos de
organismos, para analises populacionais, como peixes (Apolinario-Silva et al.,
2018; Ferreira et al., 2013; Povh et al., 2010), plantas (Ranathunge; Chimahusky;
Welch, 2022), insetos (Shults et al., 2022); alguns poucos trabalhos vem
surgindo no grupo dos aracnideos (Macrini et al., 2015; Krehenwinkel, et al.,
2019; Tanikawa, et al., 2018), tendo evidenciado estruturagdo e isolamento
populacional em diversas espécies, e o potencial mecanismo de dispersao,
como o balonismo, que garante um fluxo génico, mesmo em populagdes de

aranhas muito distantes (Tanikawa et al., 2018).

Como citado anteriormente, para a utlizagdo de marcadores
microssatélites € necessario fazer a caracterizacdo e descricdo destes loci no
genoma da espécie que se deseja estudar, o que destaca a importancia e
necessidade do isolamento e descrigao desses /loci. As muitas plataformas NGS
vem viabilizando a ampliacdo desses estudos em muitos grupos de organismos
(Castoe et al., 2012; Davey et al., 2011; Silva, P. et al., 2013).

Outra ferramenta que vem crescendo no grupo das aranhas é a

aplicabilidade do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade | (COl), que
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dentro de uma década vem sendo indicado para o uso de identificacdo de
especies, contudo, sendo utilizado de maneira pontual e associada a taxonomia,
ecologia, biogeografia e genética de populagdes do grupo ao qual sera aplicado
(Hamilton et al., 2014), demostrando assim maior embasamento aos seus

resultados.

Além do uso dessa ferramenta em estudos evolutivos, desde 1979 Brown
e colaboradores, vem investigando a funcionalidade do DNAmt e a questao deste
exibir variagdes entre individuos de uma mesma populagdo e de populagdes
diferentes. Esses estudos vém crescendo e diversos autores foram aprimorando
o0 uso deste marcador para reconhecimento de espécies cripticas (Ashfaq e
Hebert, 2016; Hendrich et al., 2015), descoberta de espécies (Mutanen et al.,
2015), revisdes taxondmicas (Miller et al., 2016) e avaliagdes de fauna (Ashfaq
et al., 2018; Telfer et al., 2015), o que o torna um marcador molecular de grande

utilidade nos estudos de estruturagao populacional.

Dentre os genes mitocondriais, o COl vem ganhando destaque, ja que os
dados haplotipicos obtidos em analises com o uso deste marcador podem vir a
inferir relacbes de processos evolutivos como o fluxo génico e subdivisdo de
populacdes (Avise, 2004; Barrett; Hebert, 2005; Candek; Kuntner, 2015; Gerber
et al., 2001; Hebert; Ratnasingham; Dewaard, 2003).

A demanda de uso de ferramentas em concomitancia tende a
proporcionar uma eficaz delimitagdo das espécies (lvanov et al., 2021; Planas;
Fernandez-Montraveta; Ribera, 2013; Starrett et al., 2022). Diante disto, um
crescente numero de trabalhos vem usando diferentes algoritmos que
proporcionam essas analises aplicados em alinhamento de COI, como
Generalized Mexe Yule Coalescence (GMYC) que fornece agrupamentos
significativos (clados ou linhagens de DNAmt) préximos as espécies
taxonomicamente reconhecidas, ou seja, € uma medida da diferenca genética
entre diferentes espécies ou individuos (Fujisawa; Barraclough, 2013; Pons et
al., 2006); Poisson Tree Process Method (mPTP) identifica os pontos de
transicao entre as taxas de ramificagao inter e intraespecificas em uma arvore
ultramétrica a partir da pontuagdo maxima de verossimilhanga (Kapli et al.,

2017); Bayesian Poisson Tree Processes (bPTP) trabalha da mesma forma que
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mPTP contudo, ele adiciona valores de suporte Bayesiano (Bl) as espécies
delimitados na arvore (Zhang et al., 2013); Automatic Barcode Gap Discovery
(ABGD) propde o agrupamento das sequéncias de entrada em varias espécies
hipotéticas pelo uso exclusivo de diferengas pareadas (ou seja, uma matriz de
distancia) e Assemble Species by Automatic Partitioning (ASAP) um algoritmo
de agrupamento hierarquico que usa apenas distadncias genéticas pareadas,
evitando a carga computacional de reconstrugdo filogenética, propondo
particbes de espécies através de um sistema de pontuacdo (Puillandre et al.,
2021).

A criagdo de uma base de dados de referéncia em cada estado, que seja
cuidadosamente validada pela incorporacao de técnicas, como as citadas acima,
pode facilitar o estabelecimento de acdes de conservacgao para as espécies de
aranhas inseridas nas Unidades de Conservacéao dos estados, onde € primordial
a identificacao correta das espécies e a avaliagao de sua estrutura populacional
sendo analisada com o uso do citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI) e o

desenvolvimento de primers de SSR.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade genética de familias Lycosoidea através de

marcadores moleculares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar a hipotese da correta identificagdo morfolégica das espécies, bem
como verificar a existéncia de possiveis formas cripticas;

e Testar o sequenciamento de baixa cobertura para o desenvolvimento de
primers de microssatélites e testar sua aplicabilidade;

e Investigar a diversidade genética através dos marcadores desenvolvidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

No total foram utilizados 148 exemplares de 16 espécies das familias
Ctenidae, Lycosidae, Thomisidae e Trechaleidae coletados em dez Unidades de
Conservacgao localizadas no estado do Parana, sendo elas: Parque Estadual do
Guartela (PEG) — Tibagi (24°33'50.10"S 50°15'35.80"0), Parque Estadual Mata
do Godoy (PEMG) — Londrina (23°26'29.37"S 51°14'31.86"0), Parque Estadual
de Vila Velha (PEVV) — Ponta Grossa (25°15'15.40"S 50°00'11.30"0O), Parque
Municipal Arthur Thomas (PMAT) — Londrina (23°20'39.00"S 51°08'23.00"0),
Parque Nacional do Iguagu (PNI) — Foz do Iguagu (25°37'34.00"S
54°28'35.40"0), Parque Nacional de Illha Grande (PNIG) - Icaraima
(23°23'45.10"S 53°49'02.50"0), Parque Nacional de Superagui (PNS) -
Guaraquecgaba (25°21'4.31"S 48°12'3.27"0), Parque Nacional Saint-Hilaire-
Lange (PNSH) - Matinhos (25°48'42.30"S 48°33'47.50"0), Reserva Biolégica das
Perobas (RBP) — Tuneiras do Oeste (23°51'30.79"S 52°45'31.28"0) e Reserva
Fazenda Nossa Senhora do Perpétuo Socorro (RFPS) - Santo Anténio da Platina
(23°18'03.00"S 50°06'02.30"0O) (Figura 10).

Os espécimes foram coletados por busca ativa, utilizando como material
de coleta potes plasticos e uma lanterna de cabeca (as coletas foram noturnas,
periodo de maior atividade desses animais). Apos a catalogagao dos espécimes
foi retirado o material de tecido muscular das pernas para posteriores analises
moleculares. Os espécimes foram armazenados em alcool 70% e enviados ao
Laboratério de Colegbes Zooldgicas, Instituto Butantan (IBSP, curador A. D.
Brescovit) Sdo Paulo/SP, Brasil, onde foram identificados e depositados na

colecao (Tabela 1).
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Figura 10 - Mapa do Brasil com indicagcédo do estado do Parana apresentando os pontos de coleta. Pontos de localizagdo, demarcam as Unidades
de Conservagao e seus respectivos municipios. A legenda identifica no mapa os diferentes ecossistemas que compdem os habitats do estado.
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Fonte: Mariana Costa Terra (2023), adaptado pelo autor.



Tabela 1 — Familias e espécies analisadas, locais de coleta e numero de espécimes. Amostras:

4 (macho), Q@ (fémea) e J (juvenil).

41

. . Amostras
Familia Espécie Local de Coleta
3 9 J
PEMG - Londrina 3 3 0
(23°26'29.37"S 51°14'31.86"0)
PEVV — Ponta Grossa 3 5 0
Ctenus ornatus (25°15'15.40"S 50°00'11.30"0)
(Keyserling, 1877) PNS — Guaraquegaba 3 2 0
(25°21'4.31"S 48°12'3.27"0)
PNI — Foz do Iguagu 3 5 1
(25°37'34.00"S 54°28'35.40"0)
PEVV — Ponta Grossa 0 5 0
(25°15'15.40"S 50°00'11.30"0)
Ctenus medius PNSH — Matinhos 2 2 1
Keyser||ng’1891 (25048'4230"8 48033'4750"0)
PNS — Guaraquegaba 4 1 0
(25°21'4.31"S 48°12'3.27"0)
PEVV — Ponta Grossa 0 6 0
) Guasuctenus longipes (25°15'15.40"S 50°00'11.30"0)
2 (Keyserling,1891) PNS — Guaraquegaba 5 4 0
Q (25°21'4.31"S 48°12'3.27"0)
© PEVV — Ponta Grossa 4 5 0
Isoctenus coxalis (25°15'15.40"S 50°00'11.30"0)
(FO Pickard-Cambridge, 1902) PNS — Guaraquegaba 3 3 0
(25°21'4.31"S 48°12'3.27"0)
PNS — Guaraquegaba 0 6 0
Isoctenus janeirus (25°21'4.31"S 48°12'3.27"0)
(Walckenaer, 1837) PNSH — Matinhos 6 0 0
(25°48'42.30"S 48°33'47.50"0)
Isoctenus herteli PEVV — Ponta Grossa 6 5 0
(Mello-Leitd0,1947) (25°15'15.40"S 50°00'11.30"0)
Isoctenus strandi PNSH — Matinhos 5 1 0
Mello-Leitdo, 1936 (25°48'42.30"S 48°33'47.50"0)
Isoctenus ordinario PEMG - Londrina ’ 3 0
Polotow & Brescovit, 2009 (23°26'29.37"S 51°14'31.86"0)
Parabatinga brevipes PNIG — Icaraima ’ 6 3
(Keyserling, 1891) (23°23'45.10"S 53°49'02.50"0)
PEMG - Londrina 5 0 0
Lycosa erythrognatha (23°26'29.37"S 51°14'31.86"0)
8 Lucas,1836 PNS — Guaraquegaba 4 1 0
% (25°21'4.31"S 48°12'3.27"0)
§ PNIG — Icaraima 9 0 3
- Lycosa nordenskjoldi (23°23'45.10"S 53°49'02.50"0)
Tullgren, 1905 PNS — Guaraquegaba 3 1 0

(25°21'4.31"S 48°12'3.27"0)
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PEMG - Londrina

(23°26'29.37"S 51°14'31.86"0) > 0 0
Trochosa sp. PNI — Foz do Iguagu 3 5 0
C. L. Koch, 1847 (25°37'34.00"S 54°28'35.40"0)
RBP — Tuneiras do Oeste 5 0 0
(23°51'30.79"S 52°45'31.28"0)
§ PEG — Tibagi 4 0 0
(o] ' " 0 ' "
B Tmarus sp. (24°33'50.10"S 50°06'02.30"0)
_§ Sim&o, 1875 RFPS - SZo Antonio da Platina  ,
= (23°18'03.00"S 50°06'02.30"0)
Trechaleoides biocellata PNI — Foz do Iguagu 4 1 0
e (Mello-Leitédo, 1926) (25°37'34.00"S 54°28'35.40"0)
E Trechaleoides keyserlingi PMAT - Londrina 5 0 0
S (F. O. Pickard-Cambridge, 1903)  (23°20'39.00"S 51°08'23.00"0)
[S]
E Trechalea sp. PNI — Foz do Iguagu 4 0 0
Thorell, 1869 (25°37'34.00"S 54°28'35.40"0)

Parque Estadual do Guartela (PEG), Parque Estadual Mata do Godoy (PEMG), Parque Estadual
de Vila Velha (PEVV), Parque Municipal Arthur Thomas (PMAT), Parque Nacional do Iguagu
(PNI), Parque Nacional de Ilha Grande (PNIG), Parque Nacional de Superagui (PNS), Parque
Nacional Saint-Hilaire-Lange (PNSH), Reserva Biologica das Perobas (RBP) e Reserva Fazenda
Nossa Senhora do Perpétuo Socorro (RFPS).

4.2 METODOS
4.2.1 Extragdo do DNA Genbémico

O DNA genbémico foi extraido do tecido muscular da perna das aranhas, a
partir do protocolo com fenol-cloroférmio de Almeida, Fungaro e Sodré (2001).
Em cada microtubo (1,5 mL), foi adicionado 500 uL de tampé&o de lise (Tris-HCI
1M, EDTA 0,5M, NaCl 5M, SDS 10% e agua destilada), inserido o tecido que
fora picotado, depois adicionados 5 uL de Proteinase K (20 mg/mL) em cada
microtubo, homogeneizados e incubados overnight a 63°C para digestdo do
material, conforme temperatura 6tima da enzima.

Com relagdo ao protocolo de lavagens durante a extragdo foram
procedidas trés etapas: na primeira foi adicionado 500 pL de fenol,
homogeneizado e centrifugado por 10 minutos a 10000 rpm em centrifuga
refrigerada a 4°C; o sobrenadante foi transferido para um novo tubo (2 mL) no
qual foi adicionado 500 uL de Clorofane (1 fenol : 1 clorofil), seguindo 0 mesmo
processo de homogeneizacao e centrifugagdo; novamente o sobrenadante foi

transferido para um outro tubo novo (2 mL) e adicionado clorofil (24 cloroférmio



0o N oo o B~ W N -

11

12
13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29
30
31
32
33

43

: 1 alcool isoamilico) em um volume de 500 uL, novamente homogeneizados e
centrifugados. Para precipitacdo do DNA o sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo (1,5mL) e adicionado 10% do volume de NaCl 3M e 2 ' volumes
de etanol 100% gelado. Invertidos suavemente e mantidos em freezer -20°C por
2 horas.

Depois os microtubos foram centrifugados por 15 minutos a 12000 rpm a
4°C, seguidos pelo descarte do sobrenadante e uma segunda lavagem com 100
ML de etanol 70%, sendo descartado logo em seguida. Para evaporagao total do
alcool, foi deixado os microtubos em temperatura ambiente por pelo menos 2
horas e o DNA diluido em 50 pL de tampao de estoque (TE). Em gel de agarose,

foi verificada a integridade e quantidade do DNA obtido para posterior diluigdo.

4.2.2 Amplificacdo do Gene Mitocondrial COI

A amplificacdo parcial da sequéncia do gene mitocondrial citocromo ¢
oxidase subunidade | (COl) foi realizada de acordo com Wheeler et al. (2016),
usando o par de primers CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3' (CO1-F) e
GATATTAATCCTAAAAAATGTTGAGG-3' (CO1-R) (DICK et al., 2004). Apds a

amplificagdo, o produto da PCR foi verificado em gel de agarose 1% e aqueles

que tiveram sucesso na amplificagdo foram selecionados para o
sequenciamento. Destas amostras, 10 pyL da reagao foi purificada com 0,5 pL de
Exosap (Applied Biosystems) de acordo com as especificagdes do fabricante. Os
sequenciamentos foram realizados no sentido forward e reverse com os
reagentes Big Dye Terminator (Applied Biosystems), seguindo protocolo de
montagem da reagéao e protocolo de temperatura de acordo com recomendagdes
do fabricante. Por fim, as regides amplificadas foram sequenciadas em
sequenciador automatico ABI-PRISM 3500-XL (Applied Biosystems).

A andlise da qualidade foi realizada utilizando o software online
Electropherogram Quality Analysis (Togowa; Brigido, 2003). As sequéncias
obtidas foram comparadas com as sequéncias disponiveis no GenBank
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov), com uso da ferramenta BLAST (Altschul et al.,
1997) e no banco de dados do BOLD (Ratnasingham; Hebert, 2007)
(http://lwww.boldsystems.org/). Posteriormente, estas sequéncias foram

alinhadas e editadas manualmente no software MEGA 11 (Tamura; Stecher;
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Kumar, 2021). As sequéncias foram incorporadas nas analises de distancia
genética intra e interespecificas, baseada no modelo Kimura-2-Parametros
(Kimura, 1980).

Devido a lacuna existente nos bancos de dados, com relagdo as
espécies da regidao Neotropical, a identificacdo das sequéncias se manteve
através da analise de morfologia realizada no Instituto Butantan (IBSP, curador
A. D. Brescovit).

4.2.3 Analises de Agrupamento

As analises de agrupamento identificaram a diversidade de espécies
dentro do conjunto amostral utilizado. Essa identificacdo foi realizada
observando as formacgdes das unidades taxonOmicas operacionais baseadas
nos dados moleculares (MOTU’s) junto aos diferentes algoritmos apresentados

a sequir.

Quatro analises de delimitacdo de espécies independentes foram
aplicadas aos alinhamentos de COI-3P: Generalized Mixed Yule Coalescence
(GMYC) (Pons et al., 2006; Fujisawa; Barraclough, 2013), Poisson Tree Process
Method (mPTP) (Kapli et al., 2017), Bayesian Poisson Tree Processes (bPTP)
(Zhang et al.,, 2013) com visualizacdo Phylomap, Automatic Barcode Gap
Discovery (ABGD) (Puillandre et al., 2012) e Assemble Species by Automatic
Partitioning (ASAP) (Puillandre et al., 2021). Os arquivos necessarios para os
algoritmos citados, foram construidos nos softwares Kakusan 3 (Tanabe, 2007),
MEGA 11 (Tamura; Stecher; Kumar, 2021), Beast / Beauti v1.10.4 (Suchard et
al.,, 2018) e as respectivas arvores Bayesiana (Bl) (Mr Bayes) e Maxima
Verossimilhanca (ML) (RaxML) geradas na plataforma CIPRES (Miller; Pfeiffer;
Schwartz, 2010) (https://www.phylo.org/index.php/).

Os programas de andlises como TreeAnnotator (Drummond,;
Rambaut, 2007), Tracer (Rambaut et al., 2018) e Fig Tree (Rambaut, 2010)
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), foram usados vinculados ao pacote de
software do Beast (Suchard et al., 2018). E as arvores foram analisadas e

editadas no Fig Tree e no Adobe Photoshop CS6.
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4.2.3 Sequenciamento de DNA total e Montagem com Anotacdo da
composi¢ao do genoma

Amostra do DNA gendmico extraido de um individuo de Ctenus ornatus

foi encaminhada para o sequenciamento de nova geragao em sequenciador de
plataforma lllumina NovaSeq, pelo método de genotipagem de baixa cobertura
(paired-end  2x150pb) executado pela empresa GenOne Biotech
(https://www.genone.com.br/). A qualidade dos reads obtidos no
sequenciamento foi analisada utilizando o software FastQC (Andrews, 2010).
Reads que apresentaram baixa qualidade foram removidos pelo software
TrimGalore v0.6.7 (Krueger et al., 2015). O valor minimo de qualidade utilizado

foi o de phred 33 para as duas bibliotecas.

Os reads com qualidade superior originados do sequenciamento do
individuo foram utilizados na montagem das sequéncias do genoma de Ctenus
ornatus utilizando o software ABySS (Simpson et al., 2009). A identificagdo das
regides microssatélites, retroelementos, DNA transposons entre outras, foi feita

utilizando o software RepeatMasker (Tarailo-Graovac; Chen, 2009).

4.2.4 Producdo dos primers microssatélites e Caracterizacdo da
variabilidade genética
Para a selegcao e producdo dos primers, os dados enviados foram
analisados no RepeatExplorer2 (Novak et al., 2013), os arquivos contigs (fasta)
por ele gerado em cada simulagédo (rapida, longa e extralonga de montagens)
foram submetidos ao MISA-web (Beier et al.,2017) (https://webblast.ipk-
gatersleben.de/misa/) que faz a predigado de microssatélites. A selegcéo destes e
a montagem dos primers foram feitas nos programas Primer 3 (Rozen; Skaletsky,
2000) e AutoDimer v1.0 (Vallone; Butler, 2004)
(https://strbase.nist.gov//AutoDimerHomepage), os primers forward de cada loco
foram confeccionados com uma sequéncia adicional M13 (5'-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3"), na extremidade terminal 5’ (Schuelke, 2000),
permitindo a marcacao na PCR com fluorescéncias. Os produtos das reagdes de
amplificagdo foram lidos e genotipados em sequenciador automatico ABI-PRISM
3500 XL (Applied Biosystems).
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A verificagao da qualidade dos loci de microssatélites foi realizada em 34
espécimes de Ctenus ornatus, assim como a transferabilidade foi testada com
amplificagdo cruzada em cinco espécimes de oito espécies da familia Ctenidae
e uma espécie da familia Lycosidae. As espécies testadas foram: Ctenus medius
Keyserling,1891; Guasuctenus longipes (Keyserling,1891); Isoctenus coxalis
(FO Pickard-Cambridge, 1902); I. janeirus (Walckenaer, 1837); I. herteli (Mello-
Leitdo,1947); I. strandi Mello-Leitado, 1936; /. ordinario Polotow & Brescovit, 2009;
Parabatinga brevipes (Keyserling, 1891) e Lycosa erythrognatha Lucas,1836.

As reagdes de PCR foram realizadas em um volume total de 10 uL,
contendo 4,5uL GoTag® Green Master Mix (Promega), 0,2uL glicerol, 0,25uL
primer mix, 0,25uL de iniciador M13 com fluorescéncia (FAM, HEX, NED e PET;
Applied Biosystems), e 2L de amostra de DNA. A amplificagao foi realizada com
a desnaturacéo inicial a 94°C por 5 min, seguida de 10 ciclos de 94°C por 30 s,
56°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguido por 25 ciclos de 89°C por 30 s, 56°C
por 1 min e 72°C por 1 min, e com extensao final de 72°C por 30 min. Os produtos
de PCR foram genotipados em sequenciador automatico ABI3500 xL (Applied
Biosystems) usando o marcador de peso molecular GeneScan 600 Liz (Applied

Biosystems).

O tamanho dos alelos foi determinado manualmente usando o programa
GeneMarker v.2.2.0 (SoftGenetics). No Micro Checker v.2.2.3 (Van Oosterhout
et al.,, 2004) alelos nulos, desisténcias de alelos e erros de anotagdo foram
verificados. O numero de alelos por locus (A), heterozigosidade observada (Ho)
e heterozigosidade esperada (He) foram obtidos em GenAlEx v.6.5 (Peakall;
Smouse, 2006). O coeficiente de endogamia (Fis) foi calculado no Arlequin
programa v.3.5.2.2 (Excoffier; Lischer, 2010). A estimativa de equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) e desequilibrio de ligagdo, com as corregcbes de
Bonferroni, foram realizadas no GENEPOP v.1.2 (Raymond; Rousset, 1995;
Rousset, 2008). O software Structure v.2.3 (Pritchard et al., 2000) foi utilizado
para obter a estruturagao populacional dos grupos amostrados, sendo estimado
o numero de clusters (K) mais provaveis via analise Bayesiana. Os aplicativos
online  Structure  Harvester 0.6.93 (Earl, 2012) e  Clumpak

(http://clumpak.tau.ac.il/) (Kopelman et al., 2015) foram utilizados para inferir
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estatisticamente qual K mais provavel e para agrupar os resultados de Structure

via método AK de Evanno (Evanno et al., 2005).
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CAPITULO 1

IDENTIFICACAO DE ARANHAS LYCOSOIDEA COM USO DO
GENE COI: Diversidade de espécies em analises de agrupamento

Este artigo sera submetido a Revista Conservation Genetics.
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Identificagado de aranhas Lycosoidea com uso do gene COI: Diversidade de espécies
em analises de agrupamento

Analiza Fernanda Cavenagh'!, Camila Satie Savada', Matheus Pires Rincao?,
Antonio Domingos Brescovit?, Fernanda Simdes de Almeida’

Laboratdrio de Genética e Ecologia Animal (LAGEA), Departamento de Biologia Geral — Programa de Pés-
Graduacgao em Genética e Biologia Molecular, Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana
— Brasil

2Universidade Estadual do Norte do Parana (UENP), Centro de Ciéncias Biologicas - Campus Luiz
Meneghel, Bandeirantes, Parana - Brasil

3Laboratorio de Colegbes Zoologicas — Instituto Butantan (IBSP), Sdo Paulo, SP - Brasil

Resumo

Dados obtidos com o Barcoding a partir do COl vem tornando-se uma ferramenta
muito utilizada na identificacdo molecular de espécies. O presente trabalho foi
conduzido para proporcionar a identificagdo de 16 espécies de quatro familias
de Lycosoidea, que estao inseridas em dez Unidades de Conservagéo do estado
do Parana, Brasil. Usando cinco analises de agrupamento, mPTP, GMYC,
ASAP, bPTP e ABGD. Foram sequenciadas e analisadas 140 sequéncias do
COl, revelando 72 haplotipos distintos. As distadncias intraespecificas
identificaram nove grupos dentro dos parametros de limiar de aracnideos (2 a
3,6%) e sete grupos acima destes valores. Foram identificados uma média de 26
agrupamentos nas analises, evidenciados nas arvores de Neighbor-Joining,
Bayesiana e Maxima Verossimilhanga. O estudo é de extrema importancia na
identificacdo de espécies, pois evidenciou diversidade criptica dentre as
morfoespécies analisadas, mostrando a necessidade de incorporar os dados de
identificagcdo molecular nas revisdes sistematicas. O enriquecimento dos bancos
genéticos como proporcionado pelo presente estudo € um passo importante
nesse processo.

Palavras — chave: Aranhas; ASAP; DNAmt; GMYC.
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Introducao

Com mais de 51.800 espécies descritas, as aranhas estao entre as mais
diversas ordens de animais (Mora et al. 2011; World Spider Catalog 2024), com
um crescimento, por descricdo de novas espécies, ainda exponencial. Em um
levantamento, Brescovit, Oliveira e Santos (2011) observaram uma composi¢ao
na regido Neotropical de 11.280 espécies de aranhas, aproximadamente 27%

do total de espécies descritas até 2011.

Como predadores, as aranhas ocupam uma posicao relevante nas teias
alimentares, exibindo alto potencial como bioindicadores, ja que muitas espécies
sdo sensiveis a mudangas de seus habitats e fatores ambientais, como
temperatura e umidade (Wise 1993; Entling et al. 2007; Gerlach, Samways e
Pryke 2013; Moya-Larano 2013;). A superfamilia Lycosoidea € uma das mais
representativas em numero de espécies, composta por sete familias: Ctenidae,
Lycosidae, Oxyopidae, Pisauridae, Psechridae, Thomisidae e Trechaleidae
(Polotow, Carmichael e Griswold 2015; Wheeler et al. 2016), que juntas formam
um grupo amplamente diversificado e distribuido, composto por mais de 6.250
espécies (World Spider Catalog 2024).

Apesar dessa ampla diversidade ainda estamos distantes de poder dizer
que identificamos todas as espécies de aranhas. Uma corrida contra o tempo,
visto que o desenvolvimento humano tem levado a degradagdo de muitos
ecossistemas. No Parana, seu principal Bioma, a Mata Atlantica, possui muito
pouco de sua vegetacao original, e o que resta se encontra fragmentado. O
isolamento geografico em pequenos fragmentos coloca em risco a sobrevivéncia

de muitas espécies que ali encontram refugio.

Contudo, o uso da identificagdo molecular de espécies com base no DNA
barcoding (Hebert e Ratnasingham; Dewaard 2003; Astrin et al. 2016), pode ser
uma ferramenta interessante no caso das aranhas, como evidenciado para
estudos envolvendo Aglaoctenus lagotis (Holmberg, 1876) (Macrini et al. 2015),
em fragmentos de Mata Atlantica no estado de Sao Paulo.

O uso do gene citocromo ¢ oxidase subunidade | (COl) do DNAmt, tem

sido amplamente utilizado na ultima década em pesquisas de biodiversidade
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(Hebert et al. 2003), sua utilidade ja é evidenciada na identificacdo de aranhas
pelo mundo em todas as fases da vida (Barret e Hebert 2005; Robinson et al.
2009; Astrin et al. 2016; Naseem e Tahir 2016).

Informacgdes sobre limites de espécies podem ser obtidas pelo uso de
alinhamentos do COI juntos a algoritmos de agrupamento (Planas, Fernandez-
Montravera e Ribera 2013; Ivanov et al. 2021; Starrett et al. 2022). Conhecimento

este que pode auxiliar na producéo de agdes de conservacgao para as aranhas.

Diante disso, o objetivo do presente estudo € utilizar analises moleculares
combinadas para promover uma ferramenta de alta aplicabilidade e eficacia,
para caracterizar e identificar molecularmente espécies de aranhas pertencentes
a quatro familias dentro de Lycosoidea. Espera-se proporcionar o aumento no

de dados que garantam praticas de prote¢ao para o grupo.

Material e Métodos

Foram utilizados exemplares pertencentes a 16 espécies das familias
Ctenidae, Lycosidae, Thomisidae e Trechaleidae coletados em dez Unidades de
Conservacao localizadas no estado do Parana: Parque Estadual do Guartela
(PEG) — Tibagi (24°33'50.10"S 50°15'35.80"0), Parque Estadual Mata do Godoy
(PEMG) — Londrina (23°26'29.37"S 51°14'31.86"0), Parque Estadual de Vila
Velha (PEVV) — Ponta Grossa (25°15'15.40"S 50°00'11.30"0O), Parque Municipal
Arthur Thomas (PMAT) — Londrina (23°20'39.00"S 51°08'23.00"0), Parque
Nacional do Iguacu (PNI) — Foz do Iguagu (25°37'34.00"S 54°28'35.40"0),
Parque Nacional de Ilha Grande (PNIG) - Icaraima (23°23'45.10"S
53°49'02.50"0), Parque Nacional de Superagui (PNS) — Guaraquegaba
(25°21'4.31"S 48°12'3.27"0), Parque Nacional Saint-Hilaire-Lange (PNSH) -
Matinhos (25°48'42.30"S 48°33'47.50"0), Reserva Bioldgica das Perobas (RBP)
— Tuneiras do Oeste (23°51'30.79"S 52°45'31.28"0) e Reserva Fazenda Nossa
Senhora do Perpétuo Socorro (RFPS) - Santo Anténio da Platina (23°18'03.00"S
50°06'02.30"0) (Tabela 1).

Os espécimes foram identificados morfologicamente e depositados na
colegdo aracnoldgica do Laboratério de Colegbes Zooldgicas no Instituto

Butantan (IBSP, curador A.D. Brescovit) em Sao Paulo/SP, Brasil.
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O DNA gendmico foi extraido do tecido muscular da perna das aranhas,
a partir do protocolo com fenol-cloroférmio de Almeida, Fungaro e Sodré (2001).
A amplificagcdo parcial da sequéncia do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase
subunidade | (COl) foi realizada de acordo com Wheeler et al. (2016), usando o
par de  primers CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3' (CO1-F) e
GATATTAATCCTAAAAAATGTTGAGG-3' (CO1-R) (Dick et al. 2004). A analise

da qualidade foi realizada utilizando o software online Electropherogram Quality

Analysis (Togowa e Brigido 2003). As sequéncias obtidas foram comparadas
com o banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com uso do
programa BLAST (Altschul et al. 1997) e no banco de dados BOLD
(Ratnasingham e Hebert 2007) (http://www.boldsystems.org/). Posteriormente,
estas sequéncias foram alinhadas e editadas manualmente no software MEGA
11 (Tamura, Stecher e Kumar 2021) e incorporadas nas analises de distancia
genética intra e interespecificas, baseadas no modelo Kimura-2-Parametros
(Kimura 1980).

Devido a lacuna existente nos bancos de dados, com relagdo as
espécies da regidao Neotropical, a identificacdo das sequéncias se manteve
através da analise de morfologia realizada no Instituto Butantan (IBSP, curador
A. D. Brescovit).

As analises de agrupamento foram realizadas observando as formacgdes
das unidades taxonémicas operacionais baseadas nos dados moleculares
(MOTU’s) junto aos diferentes algoritmos apresentados a seguir. Cinco analises
de delimitagao de espécies independentes foram aplicadas aos alinhamentos de
COI-3P: Generalized Mixed Yule Coalescence (GMYC) (Pons et al. 2006;
Fujisawa e Barraclough 2013), Poisson Tree Process Method (mPTP) (Kapli et
al. 2017), Bayesian Poisson Tree Processes (bPTP) (Zhang et al. 2013) com
visualizagao Phylomap, Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) (Puillandre
et al. 2012) e Assemble Species by Automatic Partitioning (ASAP) (Puillandre et
al. 2021). Os arquivos necessarios para os algoritmos citados, foram construidos
nos softwares Kakusan 3 (Tanabe 2007), MEGA 11 (Tamura, Stecher e Kumar
2021), Beast / Beauti v1.10.4 (Suchard et al. 2018) e as respectivas arvores
Bayesiana (Bl) (Mr Bayes) e Maxima Verossimilhanga (ML) (RaxML) geradas na
plataforma CIPRES (Miller, Pfeiffer e Schwartz 2010)
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(https://www.phylo.org/index.php/). Os programas de analises como
TreeAnnotator (Drummond e Rambaut 2007), Tracer (Rambaut et al. 2018) e Fig
Tree (Rambaut 2010) (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), foram usados
vinculados ao pacote de software do Beast (Suchard et al. 2018). E as arvores

foram analisadas e editadas no Fig Tree e no Adobe Photoshop CS6.



Tabela 1 — Familias e espécies analisadas. Os numeros representam a quantidade de espécimes por local de coleta.
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Locais de coleta

Familia Espécie PEMG PNI PNIG PNS PEVW PNSH PEG PMAT RBP RFPS
Ctenus medius Keyserling,1891 05 05 05
Ctenus ornatus (Keyserling, 1877) 06 06 05 05
Guasuctenus longipes (Keyserling,1891) 06 06
Isoctenus coxalis (FO Pickard-Cambridge, 1902) 06 06
Ctenidae Isoctenus janeirus (Walckenaer, 1837) 06 06
Isoctenus herteli (Mello-Leitdo,1947) 08
Isoctenus strandi Mello-Leitéo, 1936 05
Isoctenus ordinario Polotow & Brescovit, 2009 04
Parabatinga brevipes (Keyserling, 1891) 10
Lycosa erythrognatha Lucas,1836 05 05
Lycosidae Lycosa nordenskjoldi Tullgren, 1905 05 04
Trochosa sp. C. L. Koch, 1847 05 05 05
Thomisidae = Tmarus sp. Siméao, 1875 04 04
Trechaleoides biocellata (Mello-Leitdo, 1926) 05
Trechaleidae Trechaleoides keyserlingi (F.O. Pickard-Cambridge, 1903) 02
Trechalea sp. Thorell, 1869 04
Total 20 20 15 37 30 15 04 02 05 04

Parque Estadual Mata do Godoy (PEMG), Parque Nacional do Iguagu (PNI), Parque Nacional de llha Grande (PNIG), Parque Nacional de Superagui (PNS), Parque Estadual de Vila
Velha (PEVV), Parque Nacional Saint-Hilaire-Lange (PNSH), Parque Estadual do Guartela (PEG), Parque Municipal Arthur Thomas (PMAT), Reserva Bioldgica das Perobas (RBP) e

Reserva Fazenda Nossa Senhora do Perpétuo Socorro (RFPS).
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Resultados e Discussao

ANALISE DE LIMIAR DE DELIMITACAO E HAPLOTIPAGEM

Foram sequenciadas e analisadas 140 sequéncias do COl sendo editadas
em aproximadamente 520pb com minimo de 468pb. A analise de hapldtipos
revelou um total de 72 haplétipos distintos para o conjunto de dados (Fig. S1)
(Tabela S1). As frequéncias de nucleotideos foram de A = 25,07%, T/U =
42,89%, C = 11,02% e G = 21,02%, o que mostra um viés de composi¢cao para
AT=67,9%, o que fica bem préximo ao relatado para aranhas (Ayoub et al. 2005;
Astrin et al. 2006; Wood, Griswold e Spicer 2007; Astrin et al. 2016).

Os dados mostraram que os 16 grupos apresentaram valores variando de
0,09% até 7,97% (Tabela 2) de distancia intraespecifica. Sugerindo que algumas
morfoespécies agrupam mais de um taxon, ja que os parametros de limiar de
delimitacdo de aracnideos foram estimados entre 2% e 3,6% (Barrett e Hebert
2005; Robinson et al. 2009; Candek e Kuntner 2014; Astrin et al. 2016; Gaikwad,
Warudkar e Shouche 2016; Tyagi et al. 2019).

Embora multiplos estudos tenham tratado o limite de delimitagcdo da fauna
de aranhas em todo o mundo, a avaliagdo atual mostra que apesar dos
parametros mais amplos os individuos se agrupam respeitando uma barreira de

2% aproximadamente.
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Tabela 2 — Distancia intraespecifica entre espécies analisadas de Ctenidae,
Lycosidae, Thomisidae e Trechaleidae. Gp: grupos.

Grupos (Gp) Distancia intraespecifica (d) Desvio padrao (SE)
Ctenidae
Gp Ctenus ornatus 2,12% 0,45%
Gp Ctenus medius 4,69% 0,74%
Gp Guasuctenus longipes 4,28% 0,73%
Gp Isoctenus ordinario 6,46% 1,01%
Gp Isoctenus janeirus 0,38% 0,14%
Gp Isoctenus coxalis 5,60% 0,83%
Gp Isoctenus strandi 0,43% 0,19%
Gp Isoctenus herteli 0,09% 0,10%
Gp Parabatinga brevipes 0,36% 0,19%
Lycosidae
Gp Trochosa sp. 3,61% 0,67%
Gp Lycosa nordenskjoldi 4,94% 0,75%
Gp Lycosa erythrognatha 1,40% 0,37%
Thomisidae
Gp Tmarus sp. 3,38% 0,50%
Trechaleidae
Gp Trechaleoides biocellata 2,98% 0,60%
Gp Trechaleoides keyserlingi 5,12% 1,08%
Gp Trechalea sp. 7,97% 1,40%

As analises filogenéticas realizadas usando o modelo de Kimura-2-
Parametros (KP2) indicam os possiveis conjuntos de espécimes na arvore de
Neighbor-Joining (NJ), onde novos grupos sao evidenciados (Tabela 3),
observando 26 agrupamentos ao invés de 16 (Tabela 2), que apresentam valores
de distancia intragrupo inferiores a 2% (Fig. 1). O que indica que possam ser

Unidades Evolutivas Significantes independentes, ou seja espécies diferentes.
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Fig. 1 Arvore de inferéncia Neighbor-Joining (NJ) composta pelos 140 individuos
representando as quatro familias (Ctenidae, Lycosidae, Thomisidae e
Trechaleidae); o ramo em branco mostra o grupo externo (GE) Dolomedes
angustivirgatus - GACS6193-19, Psauridae), mostrando a distribuicdo dos
espécimes em cada ramo segundo as analises geradas no modelo genético de
Kimura 2 Parametros (KP2).

N O OON -

086210
0788IC
074910
74T
D550
(oeas
es

m Ctenidae

I Lycosidae
Thomisidae

[ Trechaleidae

Y,



1
2

11
12
13
14

70

Tabela 3 — Distancia intraespecifica usando os novos conjuntos de espécimes
identificados na arvore de Neighbor-Joining (NJ). Gp: grupos

Grupos (Gp) Distancia intraespecifica (d) Desvio padrao (SE)
Ctenidae
Gp Ctenus ornatus 1 0,91% 0,28%
Gp Ctenus ornatus 2 0,00% 0,00%
Gp Ctenus medius 0,86% 0,26%
Gp Guasuctenus longipes 1 0,34% 0,21%
Gp Guasuctenus longipes 2 1,31% 0,34%
Gp Isoctenus ordinario 1,30% 0,54%
Gp Isoctenus janeirus 0,38% 0,13%
Gp Isoctenus coxalis 1 0,60% 0,21%
Gp Isoctenus coxalis 2 0,20% 0,15%
Gp Isoctenus strandi 0,43% 0,19%
Gp Isoctenus herteli 0,09% 0,09%
Gp Parabatinga brevipes 0,36% 0,18%
Lycosidae
Gp Trochosa sp. 1 0,00% 0,00%
Gp Trochosa sp. 2 0,16% 0,12%
Gp Lycosa nordenskjoldi 1 0,11% 0,10%
Gp Lycosa nordenskjoldi 2 0,43% 0,31%
Gp Lycosa nordenskjoldi 3 0,86% 0,43%
Gp Lycosa erythrognatha 1,40% 0,37%
Thomisidae
Gp Tmarus sp. 1 1,27% 0,38%
Gp Tmarus sp. 2 0,00% 0,00%
Trechaleidae
Gp Trechaleoides biocellata 1 0,00% 0,00%
Gp Trechaleoides biocellata 2 0,00% 0,00%
Gp Trechaleoides biocellata 3 0,00% 0,00%
Gp Trechaleoides keyserlingi 0,00% 0,00%
Gp Trechalea sp. 1 0,00% 0,00%
Gp Trechalea sp. 2 0,00% 0,00%

Com relacao a distancia entre os agrupamentos, usando como modelo
o valor de 4%, estipulado por Barrett e Hebert (2005), para diferenciagéo
interespecifica foram observados alguns valores relevantes. Levando em
consideragdo a primeira analise dos 16 agrupamentos, classificados pela
identificacdo morfoldgica somente, C. ornatus em relagdo ao grupo C. medius
apresenta uma distancia de 6,41+0,93%, que apesar de estar acima do limiar de
4%, mostra uma proximidade das espécies bem mais evidente que as demais
(Tabela S2), sendo este o segundo menor valor; quando analisamos o grupo de
T. keyserlingi com o grupo de T. biocellata podemos identificar um valor de
3,77+0,65% referenciando uma possivel identificacdo errbnea do espécime
(Tabela 4).
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1 Tabela 4 — Distancias interespecificas parciais de algumas espécies referentes
2 as familias Ctenidae, Lycosidae, Thomisidae e Trechaleidae

Espécies 1 Espécies 2 Distancia interespecifica (d) Desvio Padrao (SE)
Ctenus ornatus Ctenus medius 6,41% 0,93%
Trechaleoides keyserlingi Trechaleoides biocellata 3,77% 0,65%
Trochosa sp. Ctenus medius 17,35% 1,99%
Tmarus sp. Guasuctenus longipes 13,34% 1,61%
3

4 Quando a andlise é refeita usando a divisdo de grupos que é
5 apresentada na arvore NJ (Fig. 1), pode-se notar alguns valores importantes
6 (Tabela S3). Em Ctenidae o grupo de C. ornatus 1 composto pelos espécimes
7 de C. ornatus das populagdes de PEVV, PNI e PEMG, além dos C. medius do
8 PEVV, mostram uma distancia de 3,9510,86% com relagdo ao grupo de C.

9 ornatus 2 (populagao de C. ornatus do PNS). Entretanto ao ser comparado com

10 o grupo C. medius (populagédo C. medius do PNS e PNSH) temos uma distancia
11 significativa de 9,11+1,45% e 9,96+1,56% respectivamente (Tabela 5) (Tabela
12 S4).
13
14  Tabela 5 — Distancia interespecifica parcial entre alguns grupos usando os novos
15  conjuntos de espécimes identificados na arvore de Neighbor-joining (NJ). Gp:
16  grupo.
Espécies 1 Espécies 2 Distancia interespecifica (d) Desvio Padréao (SE)

Gp Ctenus ornatus 1

Gp Ctenus ornatus 1

Gp Ctenus ornatus 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Trochosa sp 1

Gp Tmarus sp 1

Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 2

Gp Trechalea sp 1

Gp Ctenus ornatus 2

Gp Ctenus medius

Gp Ctenus medius

Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Trochosa sp 2

Gp Tmarus sp 2

Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3

Gp Trechalea sp 2

3,95%
9,11%
9,96%
5,38%
7,70%
7,95%
6,97%
9,72%
4,93%
4,23%
2,86%
7,97%

0,86%
1,45%
1,56%
1,05%
1,34%
1,32%
1,24%
1,38%
1,04%
0,93%
0,82%
1,39%

17

18
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Para Lycosidae foi analisado dois grupos que ja apresentaram pontos
relevantes em outros estudos (Cavenagh 2020; Cavenagh et al. 2022), que
demonstrou a mesma divisdo de espécimes. Os grupos de L. nordenskjoldi se
agruparam da mesma maneira em analises citogenéticas na distribuicdo do
DNAr 18S, reafirmando subpopulagdes. Os valores de distancias entre os grupos
foram bem expressivos (5,38+1,05% a 7,95%£1,32%) (Tabela 5) (Tabela S4).
Assim como podemos notar nos grupos de Trochosa sp. em que as populagdes
se alocaram da mesma forma que foi observado no trabalho de Cavenagh (2020)
que mostra dois grupos de cariotipos distintos distribuidos em trés populagdes.
A distancia interespecifica também foi significativa (6,97+£1,24%) (Tabela 5)
(Tabela S4).

A espécie analisada para Thomisidae ndo estava definida, mas sim
classificada somente pelo género, Tmarus sp., o que foi possivel observar nas
analises é que se trata de duas espécies, dentro do mesmo género. Dentro do
limiar de delimitagdo proposto, podemos notar que sido espécies proximas
(3,3840,50%) (Tabela 2), contudo, o ramo da arvore de NJ evidencia um
individuo, que se separa e apresenta uma distancia significativa de 9,72+1,38%

com relacédo aos demais (Tabela 5).

A familia Trechaleidae foi a que mais demostrou ramos distintos na
arvore de NJ (Fig.1), T. biocellata mostrar um limiar dos mais baixos na analise
da familia (Tabela 4), e evidéncia que alguns espécimes podem estar
erroneamente classificados. Como dito anteriormente, os grupos de T. biocellata

e T. keyserlingi possuem uma distancia significativa.

Referente a alocacdo de um dos espécimes da populagao de PMAT de
T. keyserlingi. junto aos individuos de T. biocellata do PNI a analise de distancia
intraespecifica mostra 0%, evidenciando a compatibilidade dos espécimes
(Tabela 3) (Tabela S4). Para eficacia de qual das espécies estaria correta, foi
feito a analise no banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov),
com uso do programa BLAST (Altschul et al. 1997), apesar de escasso para
muitas das espécies aqui analisadas, as entdo citadas possuem sequéncias
disponiveis, onde se pode observar uma identificagcdo por porcentagem de
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identidade de 99,51% para T. biocellata - sob acesso KY018027.1 (Wheeler et
al. 2016) (Fig. 1).

Em concomitancia aos dados, as distancias interespecificas dos trés
grupos de T. biocellata com relagao ao individuo restante de T. keyserlingi indica
que sao espécies diferentes (5,36+x1,12% - 6,06£1,21% - 5,12+1,06%
respectivamente). Ja as distancias entre os grupos de T. biocellata mostram que
apesar de ocupar ramos distintos na arvore de NJ ainda se encontram no mesmo

grupo, com uma porcentagem de 2,86+0,82% a 4,93+1,04% (Tabela 5).

Os dois individuos de Trechalea sp. estdo presentes em ramos
diferentes, com uma distancia intraespecifica de 7,97+1,40%, o que pode indicar

que sejam espécies diferentes dentro do mesmo género (Tabela 2) (Fig. 1).

Diante das primeiras analises ja se observa a relevancia dos dados,

mostrando que o gene mitocondrial (COl) - identifica os espécimes em diferentes
regides (Unidades de Conservacao) (Blagoev et al. 2015; Astrin et al. 2016).

Reforgando que para compreensao dos padroes de diversidade e os processos
que o0 seguem € necessaria uma identificagdo correta das espécies e que o COI
pode atuar como essa ferramenta (Doménech et al. 2022), principalmente em
grupos tdo diversos e abundantes quanto as aranhas (Peters e
Wassenberg 1983; Chapman 2009).

ANALISE DE ARVORES E ESTIMATIVA DE MOTU'’s

Para estimar a diversidade genética usando sequéncias de gene
mitocondrial, foi utilizado métodos de delimitagcdo de multiplas espécies, sendo
utilizados os trés métodos de construgdo de arvores Neighbor-Joining (NJ),
Bayesiana (BlI) e Maxima Verossimilhanca (ML). As trés metodologias
evidenciaram topologias semelhantes, com agrupamento coeso para 26 grupos

com valores altos de bootstrap (Fig. 2).

Usando os algoritmos GMYC, mPTP, bPTP, ABGD e ASAP as
topologias mostraram algumas divisbes diferentes entre si, contudo muito
préximas dos valores pré observados na nova distribuicdo de 26 agrupamentos,
mas em todos os casos excedeu a lista de espécies baseada na taxonomia

atual de Lycosoidea. O numero de MOTU em GMYC foi de 25 (ou 34 espécies,
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incluindo grupos que apresentam um unico espécime); mPTP mostrou 25; ASAP
identificou exatamente as 26 MOTU’s ja observadas; e bPTP e Phylomap com
51 MOTU’s, com valores de suporte de ramo muito baixos, porém foram os
algoritmos com maiores variagdes dos grupos; ja o algoritmo ABGD mostrou 21
MOTU’s (Fig. 2), localizando um GAP de 0,099, de particao inicial com distancia
maxima anterior de 0,0077, usando a medida de distancia Kimura (K80) de Min

Lope (inclinagdo minima) de 1.1 (Fig. 3).

O Barcode Gap que o ABGD mostra, pode ser observado no histograma
que identifica a distribuicdo genética de p-distancias pareadas, demostrando a
presencga de uma suposta lacuna no nivel de 3,0% de substituigdes no gene COl,
que corresponde ao limite entre as comparagdes intragrupo e entre grupos
(Fig.3A). Outra suposta lacuna é observada ao nivel 6 a 8% de substituicbes no
gene COI, que corresponde as comparacgdes entre complexos de espécies

intimamente relacionadas ( Fig. 3A).

Um quadro semelhante é observado na distribuicdo das diferencas
ordenadas aos pares, com um aumento repentino na inclinagdo nas
proximidades do limite de 3,0% de substituicbes e uma inclinacdo menos
pronunciada no nivel de 6,0% (Fig. 3B). No geral, a unica lacuna distinta na
distribuicdo das distancias genéticas pareadas nas familias de Lycosoidea foi

registrada ao nivel de 3,0% de substituigdes.

A maioria das discordancias entre a atual taxonomia de Lycosoidea e as
listas MOTU (Unidades Taxon6micas Operacionais Moleculares), que
representam supostas 'espécies' resultaram de uma superestimativa do numero
de espécies. Isto sugere uma diversidade nao reconhecida e uma taxonomia
incompleta de certos grupos de espécies, e/ou reflete a tendéncia de diviséo
excessiva de alguns dos métodos de delimitacdo de espécies (especialmente o
do PTP).
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Fig. 2 Arvore Neighbor-Joining (NJ) colapsada, usada como arvore resumo para identificaco dos
grupos apresentados aos espécimes previamente definidos por identificagdo morfolégica e
divididos em novos grupos relacionados ao teste de distancia intraespecifica pelo método de
Kimura-2-Parametros (KP2) — apoio a Tabela S4.

| Legenda ‘
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Legenda: As divisdes das barras em cores mostram os grupos definidos pelos algoritmos de identificacdo de espécies
(mPTP, GMYC, ASAP, bPTP, Phylomap e ABGD) usando o modelo genético Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G+l). Os
valores presentes nos ramos representam a viabilidade de cada grupo de acordo com as arvores de NJ (KP2),
Bayesiana (BIl) (HKY+G+l) e Maxima Verossimilhanga (ML) (HKY+G+l), respectivamente.
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Fig. 3 Divergéncia genética pareada e delimitacdo de espécies em familias de
Lycosoidea: (A) - histograma mostrando a distribuicdo de divergéncias genéticas
pareadas para sequéncias COl de Ctenidae, Lycosidae, Thomisidae e
Trechaleidae; (B) — distribuicdo das diferengcas ordenadas aos pares calculadas
com ABGD; a linha vermelha indica a frequéncia acumulada dos valores de
distancia delimitados com ABGD (p-distancias nao corrigidas).
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Com relacao ao algoritmo bPTP e Phylomap, que levam em consideragao
o0 numero de substituicdes na estimativa para o limite entre as espécies, usando
a arvore ML, devido a alta taxa de mutagdes dos grupos apresentados, dividiram
muitos dos grupos em um unico individuo, desmembrando muitos dos ramos
estabelecidos em todas as arvores (NJ, Bl e ML). Com a maioria dos valores de
suporte muito baixos (0,233 a 0,847) e com somente nove grupos de valores
maiores que 0,9, que é considerado um valor de confiabilidade do suporte dos
ramos. Mostrando que apesar de considerado um método muito conservado
para essas analises, neste grupo em particular ndo obteve sucesso (Medeiros
2022). O método de GMYC, por exemplo, que parte de uma arvore ultramétrica
que introduz informacgao da ancestralidade a analise, refletiu maior confiabilidade
(Monaghan et al. 2009).

Os métodos de delimitacdo apesar de apresentarem valores variados de
MOTU reafirmaram grupos diagnosticados nos trés tipos de arvores, ou seja,
casos de discordancia entre a classificacdo baseada na morfologia e a
delimitagéo de espécies baseada no COI. O primeiro caso inclui os C. medius de
PEVV junto aos demais C. ornatus (PEVV, PNI e PEMG), que possuem dois
morfotipos morfologicamente distintos. Outro caso foi um espécime de [
ordinario PEMG que se agrupa a um dos grupos de /. coxalis do PEVV, essas
espécies sao distinguidas em uma relacao de caracteres morfoldgicos, ja que
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seu morfotipo € bem parecido, contudo os métodos de delimitagao aqui aplicados
nao conseguiram reconhecé-las como grupos independentes; e o individuo de

T. keyserlingi PMAT aos exemplares de T. biocellata PNI, ja citado.

Esses resultados fornecem algumas evidéncias em relagdo a aplicagao
do COI juntamente com métodos alternativos de delimitagdo de espécies. Em
comparagao aos resultados das cinco abordagens, aplicando a suposta lacuna
do Barcode Gap ao nivel de 3,0% de substitui¢cdes, resulta na detecgcao de 23
MOTU’s, que ainda assim ndo sao congruentes com taxonomia baseada em
morfologia atualmente existente. Ao mesmo tempo, o limite formal proposto de
2,0 a 3,6% reconhece apenas 9 espécies e subestima significativamente a
diversidade nos complexos de espécies I. ordinario, L. nordenskjoldi e Trochosa
sp. entre outros. Esses resultados ressaltam que o uso do DNAmt (COl) é viavel
e promissor na diferenciacdo de espécies de aracnideos (Astrin et al. 2006;
Blagoev et al. 2013; Hamilton et al. 2014; Candek e Kuntner 2015; Macrini et al.
2015).

Grande parte dos algoritmos propuseram conjuntos altamente
semelhantes de MOTU’s. Ao mesmo tempo, nossos resultados sugerem que os
esquemas resultantes de bPTP e Phylomap demostram uma clara tendéncia a
divisdo excessiva, reconhecendo quase duas vezes mais MOTU’s do que os
demais ou do limite de 3,6%. O que vem sendo avaliado em alguns estudos
tedricos e empiricos, que os métodos baseados em PTP, muito provavelmente
estao refletindo divisbes populacionais ao invés de divergéncias de espécies, o
que leva ao excesso de divisdes (Xu et al. 2019; Grummer et al. 2014; Firkowski
et al. 2016; Pie et al. 2019).

Todos os métodos de delimitagdo foram aplicados para determinar a
robustez dos resultados obtidos mediante as analises de diversidade intra e
interespecificas. Diante dos resultados podemos observar alguns possiveis
cenarios: espécies que podem compor complexos de espécies cripticas, que sao
estimadas morfologicamente idénticas, mas que nao intercruzam e diferem em
outras caracteristicas (Zang e Li 2014; Satler, Carstens e Hedin 2013; Tyagi et
al. 2019); ou uma amostragem incompleta que impede considerar o continuo da

divergéncia genética ao longo da distribuicdo geografica da populagédo (Bond et
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al. 2001); ou populagbdes compostas por espécies que estejam em estagio inicial
na apresentacao de diferengas comportamentais que acabam por diminuir o
fluxo genético sem restringi-lo totalmente ainda (De Busschere e Hendrickx
2013).

Por se tratar de um conjunto de grupos de diferentes familias e
consequente espécies, as ocorréncias de todas as alternativas acima séao
adequadas. Onde a biblioteca de COI n&o apenas ira facilitar a identificagao de
amostras unicas, bem como facilitara a automatizacdo da identificagcdo de
amostras em massa, com o0 uso de sequenciamento de alto rendimento, por

exemplo, para projetos de catalogacdo em maiores proporgdes.

Conclusao

Os resultados deste trabalho apresentam um estudo importante para a
identificacdo das espécies de aranhas presentes em diferentes regides do
estado do Parana, bem como na caracterizagao da diversidade genética destas
populagdes. A descoberta de altos niveis de diversidade intraespecifica de
mtDNA fornece informagdes de taxons cripticos que devem ser investigados
mais detalhadamente usando dados de nivel gendmico. Como as aranhas
possuem uma alta diversidade e posigao importante nas teias alimentares, a
proposta de colaboracdo na construgdo de dados envolvendo espécies
identificadas por especialistas de cole¢gées permanentes, juntamente a registros
nos bancos de dados genéticos de sequéncias depositadas, € um passo de
importante para a pesquisa de biodiversidade das aranhas em modo geral, mas

principalmente nas Unidades de Conservagao do Estado do Parana.
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Material Suplementar

Figura S1 — Rede de hapldtipos composta pelos 140 individuos representando
as quatro familias (Ctenidae - rosa, Lycosidae - azul, Thomisidae - amarelo e
Trechaleidae — verde), mostrando a distribuicdo dos 72 haplotipos. As variadas
meétricas dos circulos representam a quantidade de individuos que possuem
aquele haplétipo (variando de 1 a 8 individuos — apoio a Tabela S1); os losangos
vermelhos indicam os haplétipos inferidos ndo amostrados neste trabalho.
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1 Tabela S1- Lista das espécies e suas respectivas familias mostrando a
2  distribuicdo dos haplétipos gerais do grupo total e suas localidades - Parque
3 Estadual do Guartela (PEG) — Tibagi, Parque Estadual Mata do Godoy (PEMG) — Londrina,
4 Parque Estadual de Vila Velha (PEVV) — Ponta Grossa, Parque Municipal Arthur Thomas (PMAT)
5 - Londrina, Parque Nacional do Iguagu (PNI) — Foz do Iguagu, Parque Nacional de Illha Grande
6 (PNIG) — Icaraima, Parque Nacional de Superagui (PNS) — Guaraquegaba, Parque Nacional
7  Saint-Hilaire-Lange (PNSH) — Matinhos, Reserva Bioldgica das Perobas (RBP) — Tuneiras do
8 Oeste e Reserva Fazenda Nossa Senhora do Perpétuo Socorro (RFPS) - Santo Antdnio da
9  Platina.

Ind. Id. espécime Familia Espécie Localidade Haploétipo
1 0429CO Ctenidae Ctenus ornatus PNS Hap_47
2 0441CO Ctenidae Ctenus ornatus PNS Hap_47
3 0458CO Ctenidae Ctenus ornatus PNS Hap_47
4 0514CO Ctenidae Ctenus ornatus PNS Hap_47
5 0547CO Ctenidae Ctenus ornatus PNS Hap_47
6 0349CO Ctenidae Ctenus ornatus PEMG Hap_ 48
7 0348CO Ctenidae Ctenus ornatus PEMG Hap_49
8 0289CO Ctenidae Ctenus ornatus PEMG Hap_50
9 0160CO Ctenidae Ctenus ornatus PEMG Hap_ 51
10 0294CO Ctenidae Ctenus ornatus PEMG Hap_ 52
11 0300CO Ctenidae Ctenus ornatus PEMG Hap 53
12 1380CO Ctenidae Ctenus ornatus PNI Hap 54
13 1384CO Ctenidae Ctenus ornatus PNI Hap 54
14 1299CO Ctenidae Ctenus ornatus PNI Hap_ 55
15 1298CO Ctenidae Ctenus ornatus PNI Hap_ 55
16 1293CO Ctenidae Ctenus ornatus PNI Hap_ 55
17 0816CO Ctenidae Ctenus ornatus PEVV Hap_ 55
18 0779CO Ctenidae Ctenus ornatus PEVV Hap_ 55
19 0772CO Ctenidae Ctenus ornatus PEVV Hap_ 55
20 0872CO Ctenidae Ctenus ornatus PEVV Hap_ 55
21 0840CO Ctenidae Ctenus ornatus PEVV Hap_ 56
22 0894CM Ctenidae Ctenus medius PEVV Hap_55
23 1101CM Ctenidae Ctenus medius PNSH Hap_57
24 1118CM Ctenidae Ctenus medius PNSH Hap_57
25 1061CM Ctenidae Ctenus medius PNSH Hap_57
26 1100CM Ctenidae Ctenus medius PNSH Hap_57
27 0180CM Ctenidae Ctenus medius PNS Hap_57
28 1063CM Ctenidae Ctenus medius PNSH Hap_58

29 0848CM Ctenidae Ctenus medius PEVV Hap_59



30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

0784CM
0900CM
0993CM
0222CM
0437CM
0534GL
0535GL
0537GL
0539GL
0548GL
0806GL
0856GL
0810GL
0857GL
0902GL
033710
034210
034610
11221J
04331J
05121J
11381J
11391J
11411J
04531J
051014
051114
051714
11361J
11401J
04561C
0524I1C
05261C
0432I1C
0524I1C
0455IC

Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae
Ctenidae

Ctenidae

Ctenus medius
Ctenus medius
Ctenus medius
Ctenus medius

Ctenus medius

Guasuctenus longipes
Guasuctenus longipes
Guasuctenus longipes
Guasuctenus longipes
Guasuctenus longipes
Guasuctenus longipes
Guasuctenus longipes
Guasuctenus longipes
Guasuctenus longipes

Guasuctenus longipes

Isoctenus ordinario
Isoctenus ordinario
Isoctenus ordinario
Isoctenus janeirus
Isoctenus janeirus
Isoctenus janeirus
Isoctenus janeirus
Isoctenus janeirus
Isoctenus janeirus
Isoctenus janeirus
Isoctenus janeirus
Isoctenus janeirus
Isoctenus janeirus
Isoctenus janeirus
Isoctenus janeirus
Isoctenus coxalis
Isoctenus coxalis
Isoctenus coxalis
Isoctenus coxalis
Isoctenus coxalis

Isoctenus coxalis

PEVV
PEVV
PEVV
PNS
PNS
PNS
PNS
PNS
PNS
PNS
PEVV
PEVV
PEVV
PEVV
PEVV
PEMG
PEMG
PEMG
PNSH
PNS
PNS
PNSH
PNSH
PNSH
PNS
PNS
PNS
PNS
PNSH
PNSH
PNS
PNS
PNS
PNS
PNS
PNS
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Hap_59
Hap_ 59
Hap_ 59
Hap_60
Hap_ 61
Hap_ 25
Hap 25
Hap_ 25
Hap 26
Hap_27
Hap 28
Hap 28
Hap 29
Hap 29
Hap 30
Hap_12
Hap 13
Hap 14
Hap_15
Hap_15
Hap_15
Hap 16
Hap 16
Hap 16
Hap 16
Hap 16
Hap 16
Hap 16
Hap_17
Hap_18
Hap_19
Hap_19
Hap_19
Hap_20
Hap_20
Hap_21
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66 07471C Ctenidae Isoctenus coxalis PEVV Hap_ 22
67 0749I1C Ctenidae Isoctenus coxalis PEVV Hap_ 23
68 0796IC Ctenidae Isoctenus coxalis PEVV Hap_ 23
69 0862IC Ctenidae Isoctenus coxalis PEVV Hap_ 23
70 0883IC Ctenidae Isoctenus coxalis PEVV Hap_ 23
71 0860I1C Ctenidae Isoctenus coxalis PEVV Hap_ 24
72 10001S Ctenidae Isoctenus strandi PNSH Hap_ 62
73 10061S Ctenidae Isoctenus strandi PNSH Hap 63
74 099918 Ctenidae Isoctenus strandi PNSH Hap 63
75 10091S Ctenidae Isoctenus strandi PNSH Hap 64
76 10171S Ctenidae Isoctenus strandi PNSH Hap_ 65
77 0741IH Ctenidae Isoctenus herteli PEVV Hap 66
78 0738IH Ctenidae Isoctenus herteli PEVV Hap 66
79 0743IH Ctenidae Isoctenus herteli PEVV Hap 66
80 0822IH Ctenidae Isoctenus herteli PEVV Hap 66
81 08271H Ctenidae Isoctenus herteli PEVV Hap 66
82 0915IH Ctenidae Isoctenus herteli PEVV Hap 66
83 0742IH Ctenidae Isoctenus herteli PEVV Hap 67
84 0833IH Ctenidae Isoctenus herteli PEVV Hap 67
85 1172PB Ctenidae Parabatinga brevipes PNIG Hap_ 68
86 1173PB Ctenidae Parabatinga brevipes PNIG Hap_ 69
87 1235PB Ctenidae Parabatinga brevipes PNIG Hap_ 69
88 1239PB Ctenidae Parabatinga brevipes PNIG Hap_ 69
89 1177PB Ctenidae Parabatinga brevipes PNIG Hap_70
a0 1181PB Ctenidae Parabatinga brevipes PNIG Hap_70
91 1241PB Ctenidae Parabatinga brevipes PNIG Hap 70
92 1242PB Ctenidae Parabatinga brevipes PNIG Hap 70
93 1226PB Ctenidae Parabatinga brevipes PNIG Hap_71
94 1237PB Ctenidae Parabatinga brevipes PNIG Hap_72
95 1531TH Lycosidae Trochosa sp. RBP Hap_37
96 1533TH Lycosidae Trochosa sp. RBP Hap_37
97 1534TH Lycosidae Trochosa sp. RBP Hap_37
98 1536TH Lycosidae Trochosa sp. RBP Hap_37
99 1595TH Lycosidae Trochosa sp. PEMG Hap_38
100 0565TH Lycosidae Trochosa sp. PEMG Hap_39
101 0566TH Lycosidae Trochosa sp. PEMG Hap_39
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102 0588TH Lycosidae Trochosa sp. PNI Hap_40
103 0595TH Lycosidae Trochosa sp. PNI Hap_40
104 0594TH Lycosidae Trochosa sp. PNI Hap_40
105 0589TH Lycosidae Trochosa sp. PNI Hap_40
106 1212LK Lycosidae Lycosa nordenskjoldi PNIG Hap_31
107 1213LK Lycosidae Lycosa nordenskjoldi PNIG Hap_ 32
108 1214LK Lycosidae Lycosa nordenskjoldi PNIG Hap_33
109 1215LK Lycosidae Lycosa nordenskjoldi PNIG Hap_34
110 0233LK Lycosidae Lycosa nordenskjoldi PNS Hap_35
111 0232LK Lycosidae Lycosa nordenskjoldi PNS Hap_35
112 0502LK Lycosidae Lycosa nordenskjoldi PNS Hap_35
113 0501LK Lycosidae Lycosa nordenskjoldi PNS Hap_36
114  0231LE Lycosidae Lycosa erythrognatha PNS Hap_41
115 0448LE Lycosidae Lycosa erythrognatha PNS Hap_42
116  0451LE Lycosidae Lycosa erythrognatha PNS Hap_43
117  0449LE Lycosidae Lycosa erythrognatha PNS Hap_43
118 0496LE Lycosidae Lycosa erythrognatha PNS Hap 43
119 0329LE Lycosidae Lycosa erythrognatha PEMG Hap 44
120 0080LE Lycosidae Lycosa erythrognatha PEMG Hap 44
121  0330LE Lycosidae Lycosa erythrognatha PEMG Hap_45
122  0081LE Lycosidae Lycosa erythrognatha PEMG Hap_45
123 0331LE Lycosidae Lycosa erythrognatha PEMG Hap 46
124 1831TM Thomisidae = Tmarus sp. RFPS Hap 3
125 1833TM Thomisidae = Tmarus sp. RFPS Hap 3
126 1834TM Thomisidae @ Tmarus sp. RFPS Hap 3
127 1859TM Thomisidae = Tmarus sp. PEG Hap 3
128 1835TM Thomisidae @ Tmarus sp. RFPS Hap 4
129 1852TM Thomisidae @ Tmarus sp. PEG Hap 5
130 1858TM Thomisidae @ Tmarus sp. PEG Hap 6
131 1860TM Thomisidae = Tmarus sp. PEG Hap 7
132 1275TB Trechaleidae Trechaleoides biocellata PNI Hap_1
133 1356TB Trechaleidae Trechaleoides biocellata PNI Hap_1
134 1354TB Trechaleidae Trechaleoides biocellata PNI Hap 10
135 1355TB Trechaleidae Trechaleoides biocellata PNI Hap 10
136 1365TB Trechaleidae Trechaleoides biocellata PNI Hap_11
137 1658TK Trechaleidae Trechaleoides keyserlingi PMAT Hap_1
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138 1660TK Trechaleidae Trechaleoides keyserlingi PMAT Hap 2
139 1278TR Trechaleidae Trechalea sp. PNI Hap_ 8
140 1279TR Trechaleidae Trechalea sp. PNI Hap 9
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1 Tabela S2 - Distancia interespecifica entre os grupos de espécies analisadas de
2 Ctenidae, Lycosidae, Thomisidae e Trechaleidae. Gp: grupo; GE: grupo externo.

Espécies 1

Espécies 2

Distancia interespecifica (d) Desvio Padrao (SE)

Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus ornatus
Gp Ctenus ornatus
Gp Ctenus ornatus
Gp Ctenus ornatus
Gp Ctenus ornatus
Gp Ctenus ornatus
Gp Ctenus ornatus
Gp Ctenus ornatus
Gp Ctenus ornatus
Gp Ctenus ornatus
Gp Ctenus ornatus
Gp Ctenus ornatus
Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp Guasuctenus longipes
Gp Guasuctenus longipes
Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis
Gp Isoctenus coxalis
Gp Isoctenus herteli
Gp Isoctenus herteli
Gp Isoctenus herteli
Gp Isoctenus herteli
Gp Isoctenus janeirus
Gp Isoctenus janeirus
Gp Isoctenus janeirus
Gp Isoctenus janeirus
Gp Isoctenus janeirus
Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechalea sp

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Tmarus sp

Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trochosa sp

Gp Ctenus ornatus

Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechalea sp

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha

13,49%
10,21%
11,68%
12,40%
16,39%
11,81%
14,61%
14,03%
12,06%
14,24%
12,62%
6,41%

12,59%
10,47%
10,83%
12,36%
15,21%
12,60%
11,14%
9,83%

12,89%
12,47%
11,16%
10,23%
14,90%
10,92%
13,87%
12,09%
14,57%
10,75%
13,54%
14,33%
13,25%
12,31%
11,95%
15,48%
11,85%
16,54%
8,25%

11,56%
10,63%
14,24%
9,64%

13,48%
10,91%
9,75%

11,27%
11,15%
14,59%

1,68%
1,36%
1,47%
1,51%
1,88%
1,44%
1,83%
1,79%
1,68%
1,67%
1,72%
0,93%
1,70%
1,47%
1,48%
1,58%
1,88%
1,55%
1,45%
1,49%
1,68%
1,73%
1,62%
1,43%
2,01%
1,44%
1,87%
1,60%
1,93%
1,61%
1,81%
1,76%
1,82%
1,59%
1,36%
1,88%
1,37%
1,88%
1,01%
1,49%
1,41%
1,77%
1,31%
1,75%
1,62%
1,50%
1,48%
1,44%
1,88%



Gp Isoctenus janeirus
Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Tmarus sp

Gp Trechalea sp

Gp Trechalea sp

Gp Trechalea sp

Gp Trechalea sp

Gp Trechalea sp

Gp Trechalea sp

Gp Trechalea sp

Gp Trechalea sp

Gp Trechalea sp

Gp Trechalea sp

Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechaleoides biocellata

Gp Isoctenus ordinario
Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Isoctenus ordinario
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Trechaleoides keyserlingi

Gp Trochosa sp
Gp Ctenus ornatus

Gp Trechaleoides biocellata

Gp Trechalea sp

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Isoctenus janeirus
Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Isoctenus janeirus
Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Trechalea sp

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Isoctenus janeirus
Gp Ctenus medius

11,79%
9,85%

12,75%
13,29%
15,56%
12,12%
16,46%
15,28%
15,30%
15,80%
13,11%
15,54%
15,97%
8,90%

15,71%
16,35%
13,22%
12,10%
15,52%
12,40%
13,29%
14,49%
16,39%
14,04%
13,84%
13,30%
14,66%
14,89%
13,04%
14,70%
12,94%
14,17%
14,73%
16,71%
12,77%
13,34%
15,39%
15,10%
15,05%
16,18%
13,11%
14,79%
13,07%
15,81%
12,75%
14,91%
15,52%
14,23%
15,15%
12,07%
14,87%
13,36%
13,07%
14,49%

1,52%
1,54%
1,62%
1,62%
1,95%
1,55%
1,88%
1,81%
1,68%
1,81%
1,67%
1,73%
1,74%
1,23%
1,72%
1,82%
1,83%
1,70%
1,98%
1,75%
1,68%
1,77%
1,97%
1,73%
1,70%
1,61%
1,82%
1,79%
1,53%
1,84%
1,54%
1,75%
1,75%
2,02%
1,64%
1,61%
1,74%
1,83%
1,71%
1,94%
1,51%
1,87%
1,59%
1,87%
1,59%
1,72%
1,77%
1,71%
1,72%
1,53%
1,86%
1,62%
1,70%
1,75%



Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Trochosa sp

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Trochosa sp

Gp Ctenus ornatus

Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechalea sp

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario
Gp Ctenus ornatus

Gp Trechaleoides biocellata
Gp Trechalea sp

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes
Gp Isoctenus coxalis

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

15,84%
14,09%
14,46%
15,21%
13,61%
15,45%
14,93%
14,13%
3,77%
11,51%
14,02%
12,76%
12,61%
13,60%
15,74%
13,64%
13,64%
14,60%
13,12%
14,50%
15,91%
15,34%
13,93%
14,64%
9,95%
15,99%
17,35%
16,68%
14,57%
16,73%
17,37%
9,33%
16,85%
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1,96%
1,83%
1,73%
1,70%
1,75%
1,73%
1,85%
1,81%
0,65%
1,49%
1,80%
1,60%
1,69%
1,70%
1,99%
1,80%
1,65%
1,67%
1,74%
1,64%
1,95%
1,88%
1,66%
1,79%
1,27%
1,96%
1,99%
1,96%
1,81%
1,93%
1,90%
1,30%
1,84%

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

1
11
12
13

Nota: Os valores presentes representam a viabilidade de cada grupo de acordo com a divisdo
dos grupos por classificacdo morfolégica, sendo os valores gerados pelo software MEGA 11
(Tamura; Stecher; Kumar, 2021).



93

1 Tabela S3 - Distancia interespecifica entre os grupos usando os novos conjuntos
2 de espécimes identificados na arvore de Neighbor-joining (NJ). Gp: grupo; GE:

3  grupo externo.

Espécies 1

Espécies 2

Distancia interespecifica (d) Desvio Padrao (SE)

Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus medius
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp Ctenus ornatus 1
Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha

Gp Isoctenus ordinario

Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechalea sp 1

Gp Trechalea sp 2

Gp Parabatinga brevipes

Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha

Gp Isoctenus ordinario

Gp Tmarus sp 1

Gp Tmarus sp 2

Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trochosa sp 2

Gp Ctenus ornatus 1

Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechalea sp 1

Gp Trechalea sp 2

Gp Parabatinga brevipes

Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1

13,95%
10,27%
12,32%
11,62%
16,40%
12,09%
9,96%
13,11%
14,99%
16,97%
11,93%
14,92%
15,21%
14,49%
13,53%
12,03%
14,58%
14,54%
13,05%
9,11%
12,78%
10,29%
11,47%
11,65%
16,23%
10,43%
3,95%
13,39%
14,43%
15,31%
12,85%
10,83%
13,35%
9,34%
10,31%
13,79%
12,72%
11,06%
12,07%
8,37%
12,08%
14,90%
11,81%
10,82%
13,87%
11,91%
14,57%
10,75%
13,84%

1,89%
1,53%
1,71%
1,64%
2,03%
1,71%
1,56%
1,78%
1,86%
2,00%
1,66%
1,94%
1,92%
1,85%
1,79%
1,68%
1,84%
1,80%
1,77%
1,45%
1,79%
1,49%
1,63%
1,60%
1,96%
1,60%
0,86%
1,79%
1,81%
1,83%
1,70%
1,48%
1,74%
1,46%
1,55%
1,86%
1,77%
1,61%
1,71%
1,44%
1,77%
1,87%
1,67%
1,56%
1,88%
1,65%
1,90%
1,57%
1,87%



Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp GE

Gp Ctenus ornatus 2

Gp Ctenus ornatus 2

Gp Ctenus ornatus 2

Gp Ctenus ornatus 2

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Isoctenus herteli

Gp Isoctenus herteli

Gp Isoctenus herteli

Gp Isoctenus herteli

Gp Isoctenus herteli

Gp Isoctenus herteli

Gp Isoctenus herteli

Gp Isoctenus herteli

Gp Isoctenus herteli

Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1

12,99%
11,31%
13,24%
11,30%
15,76%
10,52%
13,25%
11,68%
12,17%
13,32%
15,01%
12,71%
11,84%
14,87%
7,04%

10,38%
11,21%
14,29%
14,20%
10,04%
10,23%
11,82%
15,50%
16,76%
12,56%
16,96%
13,08%
11,47%
10,16%
15,79%
17,17%
8,41%

15,42%
16,05%
10,40%
10,69%
10,87%
14,29%
12,42%
10,88%
10,51%
12,06%
14,24%
8,63%

13,67%
10,91%
9,75%

9,68%

12,73%
14,34%
12,87%
11,36%
9,76%

14,07%
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1,79%
1,70%
1,84%
1,63%
2,05%
1,55%
1,82%
1,70%
1,68%
1,72%
1,83%
1,76%
1,61%
1,94%
1,21%
1,60%
1,56%
1,91%
1,85%
1,52%
1,65%
1,66%
2,05%
2,11%
1,74%
2,01%
1,70%
1,65%
1,57%
2,03%
2,07%
1,32%
1,96%
1,99%
1,54%
1,57%
1,58%
1,89%
1,71%
1,58%
1,59%
1,70%
1,86%
1,42%
1,91%
1,70%
1,53%
1,45%
1,78%
1,90%
1,71%
1,65%
1,46%
1,88%



Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus janeirus

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus strandi

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes
Gp Parabatinga brevipes

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Isoctenus ordinario

Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

14,59%
10,71%
9,85%

11,55%
12,89%
16,21%
13,96%
11,96%
13,75%
15,48%
15,56%
11,56%
15,69%
8,43%

14,81%
15,99%
16,77%
15,43%
14,04%
16,20%
15,97%
9,86%

16,17%
13,32%
17,81%
5,38%

9,48%

16,20%
7,95%

16,97%
16,36%
16,80%
14,30%
16,46%
15,94%
10,45%
15,89%
13,84%
16,04%
7,70%

9,26%

15,40%
15,91%
17,65%
13,22%
12,34%
15,52%
12,40%
12,76%
14,94%
13,67%
13,82%
11,83%
14,06%
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1,89%
1,63%
1,58%
1,69%
1,78%
2,04%
1,86%
1,73%
1,85%
1,93%
1,95%
1,72%
2,02%
1,36%
1,99%
2,03%
2,04%
1,93%
1,81%
2,05%
2,00%
1,52%
2,11%
1,74%
2,23%
1,05%
1,48%
2,02%
1,32%
2,14%
2,03%
2,04%
1,93%
2,04%
2,00%
1,60%
2,04%
1,80%
2,06%
1,34%
1,45%
2,01%
1,95%
2,09%
1,82%
1,80%
2,04%
1,68%
1,74%
1,87%
1,82%
1,82%
1,79%
1,85%
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Gp Parabatinga brevipes Gp Lycosa nordenskjoldi 1 15,92% 1,90%
Gp Parabatinga brevipes Gp Lycosa erythrognatha 16,39% 1,89%
Gp Parabatinga brevipes Gp Isoctenus ordinario 13,53% 1,79%
Gp Tmarus sp 1 Gp Tmarus sp 2 9,72% 1,38%
Gp Tmarus sp 1 Gp Trechaleoides keyserlingi 12,72% 1,72%
Gp Tmarus sp 1 Gp Trechaleoides biocellata 3 14,55% 1,84%
Gp Tmarus sp 1 Gp Trochosa sp 2 13,03% 1,74%
Gp Tmarus sp 1 Gp Ctenus ornatus 1 14,37% 1,87%
Gp Tmarus sp 1 Gp Trechaleoides biocellata 1 14,49% 1,80%
Gp Tmarus sp 1 Gp Trechaleoides biocellata 2 15,31% 1,88%
Gp Tmarus sp 1 Gp Trechalea sp 1 12,31% 1,68%
Gp Tmarus sp 1 Gp Trechalea sp 2 12,64% 1,72%
Gp Tmarus sp 1 Gp Parabatinga brevipes 14,06% 1,80%
Gp Tmarus sp 1 Gp Lycosa nordenskjoldi 3 13,54% 1,78%
Gp Tmarus sp 1 Gp Lycosa nordenskjoldi 2 13,54% 1,77%
Gp Tmarus sp 1 Gp Isoctenus janeirus 13,92% 1,82%
Gp Tmarus sp 1 Gp Ctenus medius 14,00% 1,77%
Gp Tmarus sp 1 Gp Isoctenus strandi 16,40% 2,04%
Gp Tmarus sp 1 Gp Isoctenus herteli 12,51% 1,72%
Gp Tmarus sp 1 Gp Guasuctenus longipes 1 12,62% 1,71%
Gp Tmarus sp 1 Gp Isoctenus coxalis 1 15,00% 1,93%
Gp Tmarus sp 1 Gp Trochosa sp 1 12,38% 1,69%
Gp Tmarus sp 1 Gp Guasuctenus longipes 2 13,30% 1,78%
Gp Tmarus sp 1 Gp Ctenus ornatus 2 13,77% 1,81%
Gp Tmarus sp 1 Gp Isoctenus coxalis 2 15,27% 1,94%
Gp Tmarus sp 1 Gp Lycosa nordenskjoldi 1 11,93% 1,64%
Gp Tmarus sp 1 Gp Lycosa erythrognatha 14,70% 1,80%
Gp Tmarus sp 1 Gp Isoctenus ordinario 14,27% 1,92%
Gp Tmarus sp 2 Gp Trechaleoides keyserlingi 15,45% 1,96%
Gp Tmarus sp 2 Gp Trechaleoides biocellata 3 15,14% 1,87%
Gp Tmarus sp 2 Gp Trochosa sp 2 17,50% 2,13%
Gp Tmarus sp 2 Gp Ctenus ornatus 1 18,29% 2,14%
Gp Tmarus sp 2 Gp Trechaleoides biocellata 1 14,36% 1,79%
Gp Tmarus sp 2 Gp Trechaleoides biocellata 2 15,68% 1,91%
Gp Tmarus sp 2 Gp Trechalea sp 1 16,46% 1,99%
Gp Tmarus sp 2 Gp Trechalea sp 2 17,55% 2,06%
Gp Tmarus sp 2 Gp Parabatinga brevipes 19,19% 2,26%
Gp Tmarus sp 2 Gp Lycosa nordenskjoldi 3 14,64% 1,87%
Gp Tmarus sp 2 Gp Lycosa nordenskjoldi 2 15,69% 1,90%
Gp Tmarus sp 2 Gp Isoctenus janeirus 15,92% 1,99%
Gp Tmarus sp 2 Gp Ctenus medius 18,93% 2,16%
Gp Tmarus sp 2 Gp Isoctenus strandi 18,87% 2,29%
Gp Tmarus sp 2 Gp Isoctenus herteli 14,56% 1,92%
Gp Tmarus sp 2 Gp Guasuctenus longipes 1 16,00% 2,08%
Gp Tmarus sp 2 Gp Isoctenus coxalis 1 17,72% 2,16%
Gp Tmarus sp 2 Gp Trochosa sp 1 15,67% 1,97%
Gp Tmarus sp 2 Gp Guasuctenus longipes 2 16,01% 1,97%
Gp Tmarus sp 2 Gp Ctenus ornatus 2 16,19% 1,99%
Gp Tmarus sp 2 Gp Isoctenus coxalis 2 17,12% 2,11%
Gp Tmarus sp 2 Gp Lycosa nordenskjoldi 1 13,53% 1,77%
Gp Tmarus sp 2 Gp Lycosa erythrognatha 17,86% 2,08%
Gp Tmarus sp 2 Gp Isoctenus ordinario 17,70% 2,21%

Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1

Gp Trechalea sp 2 7,97% 1,39%
Gp Parabatinga brevipes 16,43% 1,98%



Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 1
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechalea sp 2
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechalea sp 1

Gp Trechalea sp 2

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Trechalea sp 1

Gp Trechalea sp 2

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi 3

13,58%
13,84%
15,43%
13,39%
15,46%
12,24%
15,93%
15,02%
13,32%
15,93%
13,33%
16,55%
11,99%
14,70%
14,88%
15,93%
14,37%
14,65%
14,15%
11,89%
16,16%
13,27%
13,32%
15,07%
12,81%
14,46%
14,36%
15,49%
12,25%
13,77%
15,29%
4,93%

12,33%
12,83%
15,87%
13,73%
13,86%
12,87%
13,69%
16,06%
13,77%
13,94%
15,46%
13,84%
14,54%
13,07%
14,72%
13,07%
14,00%
14,62%
12,07%
11,82%
15,01%
13,99%

97

1,84%
1,83%
1,99%
1,74%
1,93%
1,64%
2,03%
1,98%
1,84%
2,05%
1,74%
2,05%
1,69%
1,92%
1,94%
1,97%
1,92%
1,98%
1,91%
1,66%
2,10%
1,74%
1,83%
2,03%
1,82%
1,91%
1,89%
1,99%
1,78%
1,81%
1,97%
1,04%
1,80%
1,83%
1,97%
1,83%
1,86%
1,75%
1,80%
2,03%
1,83%
1,85%
1,96%
1,83%
1,90%
1,81%
1,88%
1,80%
1,80%
1,89%
1,72%
1,67%
1,91%
1,87%



Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi

Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Trochosa sp 2

Gp Ctenus ornatus 1

Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechalea sp 1

Gp Trechalea sp 2

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Trechaleoides biocellata 3
Gp Trochosa sp 2

Gp Ctenus ornatus 1

Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechalea sp 1

Gp Trechalea sp 2

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2

13,60%
13,89%
15,16%
15,51%
15,07%
13,63%
15,41%
14,88%
15,59%
14,10%
15,51%
13,33%
14,00%
15,53%
16,13%
14,45%
4,23%
2,86%
11,57%
12,33%
14,22%
13,21%
13,60%
12,35%
14,10%
16,05%
13,26%
13,89%
15,14%
13,07%
14,95%
13,32%
15,24%
12,82%
13,02%
14,88%
5,12%
16,14%
14,32%
5,36%
6,06%
11,31%
10,82%
13,82%
12,19%
13,36%
12,86%
12,41%
15,43%
14,03%
12,36%
13,62%
12,56%
13,34%
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1,87%
1,89%
1,95%
2,02%
1,93%
1,87%
2,02%
2,00%
2,01%
1,92%
2,00%
1,81%
1,84%
2,01%
2,09%
1,89%
0,93%
0,82%
1,73%
1,77%
1,87%
1,83%
1,87%
1,78%
1,85%
2,09%
1,80%
1,88%
1,96%
1,88%
1,93%
1,84%
1,93%
1,79%
1,76%
1,88%
1,06%
2,01%
1,85%
1,12%
1,21%
1,65%
1,65%
1,80%
1,70%
1,86%
1,77%
1,72%
2,06%
1,85%
1,79%
1,84%
1,75%
1,82%



Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trechaleoides keyserlingi
Gp Trochosa sp 1
Gp Trochosa sp 1
Gp Trochosa sp 1
Gp Trochosa sp 1
Gp Trochosa sp 1
Gp Trochosa sp 1
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2
Gp Trochosa sp 2

Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

Gp Ctenus ornatus 1

Gp Trechaleoides biocellata 1
Gp Trechaleoides biocellata 2
Gp Trechalea sp 1

Gp Trechalea sp 2

Gp Parabatinga brevipes
Gp Lycosa nordenskjoldi 3
Gp Lycosa nordenskjoldi 2
Gp Isoctenus janeirus

Gp Ctenus medius

Gp Isoctenus strandi

Gp Isoctenus herteli

Gp Guasuctenus longipes 1
Gp Isoctenus coxalis 1

Gp Trochosa sp 1

Gp Guasuctenus longipes 2
Gp Ctenus ornatus 2

Gp Isoctenus coxalis 2

Gp Lycosa nordenskjoldi 1
Gp Lycosa erythrognatha
Gp Isoctenus ordinario

12,81%
14,71%
12,06%
13,22%
13,33%
16,67%
15,14%
17,09%
8,44%

7,96%

15,01%
16,25%
16,70%
15,86%
13,50%
15,36%
15,20%
11,64%
9,61%

16,93%
18,89%
16,94%
14,74%
16,38%
17,35%
6,97%

18,17%
14,80%
17,92%
10,03%
10,12%
17,19%
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1,81%
1,90%
1,75%
1,81%
1,76%
2,12%
1,90%
2,11%
1,46%
1,28%
1,92%
1,98%
2,06%
2,03%
1,78%
2,02%
1,91%
1,66%
1,53%
2,10%
217%
2,08%
1,93%
2,00%
2,01%
1,24%
2,20%
1,89%
2,14%
1,55%
1,49%
2,09%

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0

1

11
12
13

Nota: Os valores presentes representam a viabilidade de cada grupo de acordo com a arvore de
Neighbor-Joining (NJ) pelo modelo de Kimura 2 Pardmetros, gerados pelo software MEGA 11
(Tamura; Stecher; Kumar, 2021)
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1 Tabela S4 — Grupos formados pela divisdo de ramos da arvore de Neighbor-
2 Joining (NJ) segundo as analises geradas no modelo de Kimura-2-Parametros

3 (KP2).
Familia Grupos (Gp) Espécies Individuos  Local Simbolo
C. ornatus 05 PEVV °
C. ornatus 05 PNI e
Ctenus ornatus 1
C. ornatus 06 PEMG e
C. medius 05 pewwv (1)
Ctenus ornatus 2 C. ornatus 05 PNS o
C. medius 05 Pns (1)
Ctenus medius
C. medius 05 PNSH @
Parabatinga brevipes P. brevipes 10 PNIG G

§ Guasuctenus longipes 1 G. longipes 06 PNS e

5 . .

5 Guasuctenus longipes 2 G. longipes 06 PEVV c
Isoctenus herteli I. herteli 08 rewv @)
Isoctenus strandi I. strandi 05 PNSH e

I. coxalis 06 revv @
Isoctenus coxalis 1

1. ordinario 01 reMc  E)
Isoctenus ordinario I. ordinario 02 PEMG 9
Isoctenus coxalis 2 |. coxalis 06 PNS e

l. janeirus 06 PNS o
Isoctenus janeirus

I. janeirus 06 PNSH e

o Tmarus sp 03 RFPS o

k=] Tmarus sp1

(2

£ Tmarus sp 04 PEG 9

2

- Tmarus sp2 Tmarus sp 01 RFPS e
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Lycosa nordenskjoldi 1 L. nordenskjoldi 04 PNS
Lycosa nordenskjoldi 2 L. nordenskjoldi 02 PNIG
Lycosa nordenskjoldi 3 L. nordenskjoldi 02 PNIG
()
§ L. erythrognatha 05 PEMG
3 Lycosa erythrognatha
:’>I. L. erythrognatha 05 PNS
Trochosa sp1 Trochosa sp 04 PNI e
Trochosa sp 02 PEMG e
Trochosa sp2
Trochosa sp 05 RBP 9
Trechalea sp1 Trechalea sp 01 PNI
Trechalea sp2 Trechalea sp 01 PNI
o Trechaleoides keyserlingi T. ki lingi 01 PMAT /}///B
s y gi . keyserlingi 0
o
E Trechaleoides biocellata 1 T. biocellata 01 PNI
(5]
()
- Trechaleoides biocellata 2 T. biocellata 02 PNI
T. biocellata 02 PNI
Trechaleoides biocellata 3 p
T. keyserlingi 01 PMAT ///59

O O 0o N o o0 b~ W N -

—_—
—

Nota: a tabela segue a ordem da distribuigdo dos ramos da arvore NJ
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Capitulo 2

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE LOCI
MICROSSATELITES EM Ctenus ornatus (Keyserling, 1877)
(LYCOSOIDEA: CTENIDAE)

Este artigo sera submetido a Revista Genetics and Molecular Biology
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Isolamento e Caracterizagao de Loci Microssatélites em Ctenus ornatus (Keyserling,
1877) (Lycosoidea: Ctenidae)

Analiza Fernanda Cavenagh', Camila Satie Savada', Rogério Fernandes de Souza?,
Thayna Bisson Ferraz Lopes3, Matheus Pires Rincdo*, Antonio Domingos
Brescovit®, Fernanda Simdes de Almeida’

1Laboratério de Genética e Ecologia Animal (LAGEA), Departamento de Biologia Geral — Programa de Pos-
Graduagao em Genética e Biologia Molecular, Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana
— Brasil

2Laboratério de Bioinformatica (LB), Departamento de Biologia Geral — Programa de Pds-Graduagéo em
Genética e Biologia Molecular, Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana - Brasil
sLaboratério de Citogenética e Entomologia Molecular (LACEM) — Programa de Pds-Graduagdo em
Genética e Biologia Molecular, Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana - Brasil
sUniversidade Estadual do Norte do Parana (UENP), Centro de Ciéncias Bioldgicas - Campus Luiz
Meneghel, Bandeirantes, Parana - Brasil

sLaboratério de Colegbes Zooldgicas — Instituto Butantan (IBSP), S&o Paulo, SP - Brasil

Resumo

Os marcadores microssatélites sao utilizados para aplicagdes em estudos
genéticos populacionais, e o NGS tem possibiltado o acesso a novos
marcadores com maior eficiéncia e menor custo. Assim, o presente estudo teve
como objetivo o desenvolvimento de marcadores microssatélites para Ctenus
ornatus e seu uso em analises de transferabilidade, utilizando do genoma total
desse espécime. Oito /oci microssatélites foram desenvolvidos e descritos para
C. ornatus. Sete deles polimoérficos, testados em 34 individuos onde observou-
se 2-5 alelos por loco. Os valores de heterozigosidade observada foram de até
0,665. Nove espécies de Ctenidae e Lycosidae também foram testadas para
amplificagdo dos loci, dentre as quais, C. medius foi a mais bem sucedida na
transferabilidade de primers. O desenvolvimento de marcadores microssatélites
vem contribuir para estudos populacionais desta e de espécies correlacionadas.

Palavras-chave: Ctenidae; NGS; SSR; Transferabilidade
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Introducao

Os sequenciamentos de alto rendimento vem proporcionando uma
viabilidade econ6mica nos estudos para analises populacionais e de ecologia
molecular (Krehenwinkel et al., 2019), com o importante avango possibilitado
pela tecnologia atual, a geracdo de dados sequenciais promove a obtencgéo de
milhares de marcadores que podem ser isolados de organismos “ndao modelos”
(Ekblom e Galindo 2011; Ellegren, 2014). A demanda produtiva desses
marcadores resultantes colaborou muito para uma compreensao dos processos

evolutivos e ecoldgicos, inclusive no campo da aracnologia (Brewer et al., 2014).

Os microssatélites sdao multialélicos, sequéncias curtas repetidas de
DNA, e que evoluem rapidamente, portanto, marcadores uteis para analisar
taxas de acasalamento, genética populacional e de conservagéo, bem como
observar divergéncia evolutiva recente (Schafer et al., 2008; Tuni et al., 2012;
Krehenwinkel e Tautz, 2013; Zimmer et al., 2014; Krehenwinkel et al., 2016).

O uso de microssatélites (SSR) demanda o isolamento e
desenvolvimento de primers especificos da espécie e/ou a disponibilidade de
primers de espécies proximas para testes de transferabilidade (Zanella et al.,
2017). A aplicagao de microssatélites no grupo das aranhas nao € inexistente,
mas seu crescimento ainda caminha vagarosamente (Parmakelis et al., 2013;
Brewer et al., 2014).

Como elucidado no trabalho de Hamilton e colaboradores (2014), as
espécies sao fonte de dados importantes em qualquer investigagao biolégica,
estimulando pesquisas na abrangéncia de padrdes biogeograficos, conservacao

€ manejo, teorias da evolugéo e processos biologicos.

Nesse contexto o objetivo desse trabalho foi desenvolver um conjunto
de marcadores microssatélites polimorficos para a espécie Ctenus ornatus
(Keyserling, 1877), um aracnideo associado diretamente a um ambiente de mata
preservada, sendo um bioindicador de qualidade ambiental, ja que s&o exigentes
quanto as condi¢des do habitat e mais vulneraveis a alteragcdes na estrutura da
vegetacao (Rego et al., 2005; Mestre e Gasnier, 2008). O desenvolvimento de
marcadores microssatélites espécie-especifico contribuira para a exploragao da

diversidade genética de populagdes naturais de Ctenus ornatus.
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Material e Métodos

EXTRACAO DE DNA E SEQUENCIAMENTO ILLUMINA

O DNA genbmico foi extraido do tecido muscular da perna de um
espécime de Ctenus ornatus (Keyserling, 1877), a partir do protocolo com fenol-
cloroférmio de Almeida et al (2001). Em gel de agarose, foi verificada a
integridade e a concentragdo do DNA obtida no quantificador fluorométrico
Qubit®. A amostra foi encaminhada para o sequenciamento de nova geragéo em
sequenciador de plataforma lllumina NovaSeq (paired-end 2x150pb) executado

pela empresa GenOne Biotech (https://www.genone.com.br/).
MONTAGEM DO GENOMA DE Ctenus ornatus

A qualidade dos reads obtidos no sequenciamento foi analisada utilizando
o software FastQC (Andrews, 2010). Reads que apresentaram baixa qualidade
foram removidos pelo software TrimGalore v0.6.7 (Krueger et al., 2015). O valor
minimo de qualidade utilizado foi o de phred 33 para as duas bibliotecas. Os
reads com qualidade superior originados do sequenciamento do individuo foram
utilizados na montagem das sequéncias do genoma de Ctenus ornatus utilizando
o software ABySS v4.3 (Simpson et al., 2009). A identificagdo das regides
microssatélites, retroelementos, DNA transposons entre outras, foi feita

utilizando o software RepeatMasker (Tarailo-Graovac e Chen, 2009).
SELEGAO E DESENHO DOS PRIMERS

Os dados foram analisados no RepeatExplorer2 (Novak et al., 2013), os
arquivos contigs (fasta) por ele gerados em cada simulagédo (rapida, longa e
extralonga de montagens) foram submetidos ao MISA-web (Beier et al.,2017)
(https://webblast.ipk-gatersleben.de/misa/) que fez a predicdo de

microssatélites.

A selecao destes e a montagem dos primers foram feitas nos programas
Primer 3 (Rozen e Skaletsky, 2000) e AutoDimer v1.0 (Vallone e Butler, 2004)
(https://strbase.nist.gov//AutoDimerHomepage). Os primers forward de cada
loco foram confeccionados com uma sequéncia adicional M13 (5'-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3"), na extremidade terminal 5’ (Schuelke, 2000),

permitindo a marcacédo na PCR com fluorescéncias.
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A verificagao da qualidade dos loci de microssatélites foi realizada em 34
espécimes de Ctenus ornatus coletados no Parque Estadual de Vila Velha, Ponta
Grossa — Parana (25°15'15.40"S 50°00'11.30"0).

TESTES DE TRANSFERABILIDADE

A transferabilidade foi testada com amplificacdo cruzada em cinco
espécimes de oito espécies da familia Ctenidae e uma espécie da familia
Lycosidae. As espécies testadas foram: Ctenus medius Keyserling, 1891;
Guasuctenus longipes (Keyserling, 1891); Isoctenus coxalis (FO Pickard-
Cambridge, 1902); I. janeirus (Walckenaer, 1837); I. herteli (Mello-Leitdo,1947);
I. strandi Mello-Leitdo, 1936; /. ordinario Polotow & Brescovit, 2009; Parabatinga

brevipes (Keyserling, 1891) e Lycosa erythrognatha Lucas, 1836.
CARACTERIZAGAO DA VARIABILIDADE GENETICA

O DNA de todos os espécimes foi obtido pelo mesmo protocolo de
extracao ja citado, e em gel de agarose, foi verificada a integridade e quantidade
do DNA obtido para posterior diluicdo. As reagcdes de PCR foram realizadas em
um volume total de 10 L, contendo 4,5uL GoTag® Green Master Mix
(Promega), 0,2uL glicerol, 0,25uL primer mix, 0,25uL de iniciador M13 com
fluorescéncia (FAM, HEX, NED e PET; Applied Biosystems), e 2uL de amostra
de DNA. A amplificacao foi realizada com a desnaturacao inicial a 94°C por 5
min, seguida de 10 ciclos de 94°C por 30 s, 56°C por 1 min e 72°C por 1 min,
seguido por 25 ciclos de 89°C por 30 s, 56°C por 1 min e 72°C por 1 min, e com
extenséo final de 72°C por 30 min. Os produtos de PCR foram genotipados em
sequenciador automatico ABI3500 xL (Applied Biosystems) usando o marcador

de peso molecular GeneScan 600 Liz (Applied Biosystems).

O tamanho dos alelos foi determinado manualmente usando o programa
GeneMarker v.2.2.0 (SoftGenetics). No Micro Checker v.2.2.3 (Van Oosterhout
et al.,, 2004) alelos nulos, desisténcias de alelos e erros de anotacdo foram
verificados. O numero de alelos por locus (A), heterozigosidade observada (Ho)
e heterozigosidade esperada (He) foram obtidos em GenAlEx v.6.5 (Peakall e
Smouse, 2006). O coeficiente de endogamia (Fis) foi calculado no Arlequin
programa v.3.5.2.2 (Excoffier e Lischer, 2010). A estimativa de equilibrio de
Hardy Weinberg (HWE) e desequilibrio de ligacdo, com as corregdes de
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Bonferroni, foram realizadas no GENEPOP v.1.2 (Raymond e Rousset, 1995;
Rousset, 2008).

Resultados e Discussao

MONTAGEM E ANOTACAO DO GENOMA DE CTENUS ORNATUS

A partir das bibliotecas de Ctenus ornatus, o sequenciamento resultou em
49.094.216 reads paired-end depois da analise de qualidade das sequéncias.
Reads de baixa qualidade comprometem o processo de analise do genoma, pois,
a contaminacdo das sequéncias diminui a confiabilidade das analises (Del
Fabbro et al., 2013; Ekblom e Wolf, 2014), contudo as sequéncias quase nao

precisaram de limpeza.

Na montagem desse genoma foi obtido um total de 1.380.567.951 pares
de bases (pb) que corresponde aos 10.69e6 pb de scaffolds os quais tiveram
variagdo de 500 a 105.807 pb em tamanho. Os resultados obtidos no
sequenciamento, representam uma aplicagdo positiva quanto a geragédo de
dados levando em consideracdo a limitagdo de informagdes gendmicas

disponiveis nos grupos das aranhas.

Os nucleotideos A e T representaram 65,68% do total de bases
sequenciadas (Tabela 1) e o conteudo GC do genoma de C. ornatus
sequenciado foi de 34,32%. Essa propor¢ao encontrada no conteudo de bases
se assemelha ao valor caracterizado em trabalho anterior (Capitulo 1), o que
fica bem proximo ao relatado para aranhas (Astrin et al., 2006; Ayoub et al., 2005;
Wood et al., 2007; Astrin et al., 2016).

Tabela 1. Pardmetros da montagem do genoma de Ctenus ornatus.

Parametros Valores
Numero total de scaffolds 11.99e6
Tamanho total dos scaffolds (pb) 10.69e6
Tamanho do maior scaffolds (pb) 105.807
Tamanho do menor scaffolds (pb) 500
N50 dos scaffolds 579
Scaffolds AT% 65,68
Scaffolds GC% 34,32
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Em relacdo aos diferentes grupos de elementos repetitivos foram
identificados pelo RepeatMasker no genoma de C. ornatus um total de
14.518.374 pares de base. Os microssatélites representaram o maior numero de
sequéncias repetitivas encontradas (295.677 elementos) correspondentes a
11.605.311 pares de bases.

SELECAO DOS PRIMERS E ANALISE POPULACIONAL

Foram examinadas no RepeatExplorer2 (Novak et al., 2013), os arquivos
contigs (fasta) por ele gerado em cada simulagéo (rapida, longa e extralonga de
montagens) que submetidos ao MISA-web (Beier et al., 2017) que faz a predigéo
de microssatélites, um total de 6.352 sequéncias, com tamanho total de
1.786.206 pb. Onde foram identificados 1.149 SSRs, sendo eles: 710 mono-
nucleotideo; 389 di-nucliotideo; 11 tri-nucleotideo; 38 tetra-nucleotideo e 1

penta-nucleotideo.

Apos avaliados no Primer 3 foram selecionadas 168 combinacdes para
aplicagao no AutoDimer, 46 tiveram sucesso e apos a inser¢cdo da cauda M13
novamente testados, dezoito foram escolhidos de acordo com a qualidade da
sequéncia e analise dos primers nos primeiros testes. Desses escolhidos, apds
serem testados em diferentes condi¢gdes de amplificagao, oito /oci conseguiram
amplificar a populagao de C. ornatus, sendo a maioria polimorfica, exceto o locus
Cteo11.

Para os oito /oci microssatélites, foram identificados um total de 23 alelos
(numero médio de alelos de 2,87 por loco), variando de um alelo (Cteo11) a cinco
alelos (Cteo01 e Cteo12). Os menores valores de heterozigosidade observada e
esperada foram obtidos para os loci Cteo10 e Cteo12 (Ho = 0,000 e He = 0,180)
respectivamente, e os maiores valores de heterozigosidade observada e
esperada foram obtidos para o loco Cteo01 (Ho = 1,000 e He = 0,665) (Tabela
2). O Fis ndo apresentou valor significativo (p < 0,05) para nenhum dos loci; e
considerando as correcdes de Bonferroni, o valor de HWE foi significativo para
os loci Cteo01, Cteo10, Cteo14 e Cteo15 (Tabela 2) enquanto para o

desequilibrio de ligagdo nenhuma das combinagdes teve valor significativo.

Dos oito loci microssatélites descritos neste trabalho para Ctenus ornatus,
sete foram polimérficos, indicando sua utilizacdo em estudos genéticos
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relacionados a espécie. Os loci Cteo01, Cteo10, Cteo14 e Cteo15 mostraram
valores significativos para HWE podendo indicar uma possivel endogamia; as
analises do Micro Checker indicaram excesso de homozigotos no loco Cteo10;
contudo, os valores de Fis ndo apresentaram valores significativos (p < 0,05) e a

Ho foi dos menores valores.



Tabela 2 — Descri¢cao de oito primers para loci microssatélites isolados de Ctenus ornatus.
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Tam. do

Nome do loco  Repetigdo de sequéncia Sequéncias de primers (5' - 3') T(CC) N alelo (pb) Ho He Fis HWE
Cteo01 (AT)s ;:: giﬁﬁgﬁg’?@ﬁ’:%%%%%g 56 27 195-219 1000 0665 -0,490  0*
Cte002 (AT)s ;:: g%igﬁ’:gl%%?%imgg 56 34 216-220 0471 0360 -0294 0,148
Cteo05 (AT)2 ;:: %%ﬁ%ﬁggﬁg:f?ﬁgfg&% . 56 30 158-180 0,300 0,331 0110 0,307
Cteo10 (TA)e E:: ggﬂgggg%ggfﬁ%ﬁgm 56 23 058-274 0,000 0,340 1,000 0
Cteo11 (AG)1+ ;:: ﬁg’;gfgg;ggg:gfgf&?g GT 63 36 119 0,000 0,000 - :
Cteo12 (CT)z ;:: ;gggg:fgfgfﬁgg (’;g% o 56 26 247-275 0,192 0,180 -0,046 1
Cteo4 (AAT)s N Qgﬁg?ggﬁg?gﬁ:ﬁg g;gi’é G 56 34 241-244 0,971 0500 -0941  0*
Cteo15 (TG)s F- GCACTTTCGAGCCTCCATTT 56 34 158-170 1000 0590 -0,687  O*

R: TGCAATTTGGAGTAGAGGCATG

Abreviaturas: A, numero de alelos; Fis, coeficiente de endogamia; He, Heterozigosidade esperada; Ho, Heterozigosidade observada; N, numero de

individuos; T(°C), temperatura de pareamento; HWE, Equilibrio de Hardy-Weinberg. *valores significativos
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TESTE DE TRANSFERABILIDADE

Para a espécie do mesmo género, C. medius, obteve-se sucesso com quatro
loci polimorficos (Cteo01, Cteo02, Cteo05 e Cteo12). Enquanto para as outras
espécies analisadas de Ctenidae e Lycosidae obteve sucesso com apenas um loco
(Cteo05) (Tabela 3).

Considerando as oito espécies que foram usadas da familia e a espécie de
Lycosidae, Ctenus medius foi a que obteve maior sucesso na amplificagdo, com cinco
dos oito loci, o fato de estarem incluidas no mesmo género estreita a relagao
filogenética, ou seja, a baixa distancia entre as espécies, dados estes ja observado
em trabalho anterior (3,95+0,86%, dados Capitulo 1). Segundo Barbara et al. (2007),
quanto maior for a relagao filogenética entre duas espécies maiores as chances de

sucesso na transferabilidade de loci microssatélites.

O loco Cteo05 foi polimérfico para a espécie principal do estudo e obteve
sucesso em todas as espécies analisadas da mesma familia e de Lycosidae, contudo
se apresentou monomorfico nas espécies de P. brevipes e L. erythrognatha. Mesmo
conhecendo as caracteristicas de cada microssatélite ndo se pode prever com
seguranga se havera maior ou menor probabilidade de apresentar polimorfismo.
Assim, também ¢é coerente persistir no teste de padronizacdo dos locus de
microssatélites na busca de polimorfismo, principalmente quando se esta usando

primers heterdlogos (Gurgel, 2009).
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Tabela 3 — Amplificagdo cruzada dos oito primers microssatélites em oito espécies da familia Ctenidae e uma da familia

Lycosidae
Locus microssatélites
Espécies Cteo01 Cteo02 Cteo05 Cteo10 Cteo11 Cteo12 Cteo14 Cteo15
Ctenus medius 201-219(2)* 215-223(2)° 156-202(5)° - 119(1)°  243-251(3)° - -
Guasuctenus longipes - - 182-194(3)* - 119(1)* - - -
Isoctenus coxalis - - 158-184(3)3 - 119(1)° - - -
Isoctenus janeirus - - 134-192(2)° - 119(1)* - - -
Isoctenus herteli - - 188-192(2)* - 119(1)* - - -
Isoctenus strandi - - 160-192(4)3 - 119(1)° - - -
Isoctenus ordinario - - 106-206(4)* - 119(1)? - - -
Parabatinga brevipes - - 185(1)* - 119(1)° - - -
Lycosa erythrognatha - - 160(1)’ - 119(1)* - - -

Nota: Os numeros entre parénteses indicam o numero de alelos encontrados. Os nimeros sobrescritos representam o nimero de individuos que tiveram

sucesso na amplificacdo. Foram usados cinco individuos de cada espécie.
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Conclusao

A partir do uso do sequenciamento de nova geragao com baixa cobertura
foi possivel proporcionar a producdo de dados gendmicos inéditos para a
espécie Ctenus ornatos. Foi possivel selecionar neste estudo regides para o
desenvolvimento de marcadores, disponibilizando sete pares de primers
padronizados que apresentaram polimorfismo e podem ser utilizados em
estudos genéticos-populacionais dessa espécie de aranha. Além de ser o
primeiro trabalho que descreve e padroniza marcadores microssatélites para
Ctenus ornatus, torna-se um estudo de grande importancia para possivel
avaliacdo genética de populagbes da espécie e em andlises de espécies
préximas usando a transferabilidade, possibilitando a utilizagcdo em futuros

estudos genéticos e consequentemente a conservagao do grupo.
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Capitulo 3

DIVERSIDADE GENETICAE ESTRUTURA DE Ctenus ornatus
(LYCOSOIDEA: CTENIDAE) EM AREAS DE PRESERVACAO DA
MATA ATLANTICA

Este artigo sera submetido a Revista Plos One
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Diversidade genética e estrutura de Ctenus ornatus (Lycosoidea: Ctenidae) em
areas de preservacao da Mata Atlantica.

Analiza Fernanda Cavenagh'!, Camila Satie Savada', Matheus Pires Rincao?
Antonio Domingos Brescovit?, Fernanda Simdes de Almeida’

1Laboratério de Genética e Ecologia Animal (LAGEA), Departamento de Biologia Geral — Programa de Pos-
Graduacgao em Genética e Biologia Molecular, Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana
— Brasil

2Universidade Estadual do Norte do Parana (UENP), Centro de Ciéncias Bioldgicas - Campus Luiz
Meneghel, Bandeirantes, Parana - Brasil

sLaboratorio de Colegdes Zooldgicas — Instituto Butantan (IBSP), S&o Paulo, SP - Brasil

Resumo

Ctenidae é uma familia de aranhas ecologicamente importante para manter o
equilibrio dos ecossistemas em que habitam, atuando no controle na dindmica
populacional de insetos e de outras presas. Conhecer a estrutura das
populagdes bem como os indicadores de diversidade genética pode ajudar na
conservagao, quando necessario, a orientar agdes de manejo e conservagao das
especies. Os marcadores microssatélites sdo uma das mais utilizadas
ferramentas para em estudos genéticos populacionais, e o0 sequenciamento de
nova geracédo (NGS) tem possibilitado o acesso a novos microssatélites com
maior eficiéncia e menor custo. Assim, este estudo teve como obijetivo investigar
a diversidade genética e estrutura populacional de populacbes de Ctenus
ornatus amostradas em areas de preservacdo do estado do Parana. As
localidades amostradas séao, na regido dos campos gerais, o Parque Estadual
de Vila Velha (PEVV); na regido norte o Parque Estadual Mata dos Godoy
(PEMG); na regiao litoranea o Parque Nacional de Superagui (PNS) e na regido
oeste o Parque Nacional do Iguacu (PNI). Nas analises foram usados
marcadores microssatélites, onde foram amplificados seis loci e genotipados 110
individuos, identificando 105 alelos. Com relacao a diversidade alélica, a menor
ocorréncia de alelos privados e o menor indice Fis foi da populagdo de PEVV.
Na analise AMOVA a maior variagao foi entre os individuos. Na diferenciacao
genética par a par, foram observados valores significativos para os quatro pontos
de amostragem. Nossos dados demostram que o isolamento por distancia
parece nao ser responsavel pela estruturacdo alta das populagdes, pois os
valores de Fsr e as distancias geograficas nao estdo correlacionadas. Apesar da
possibilidade de a atividade antrépica afetar a variabilidade genética de algumas
especies, a estrutura populacional pode ser consequéncia de processos naturais
antigos.

Palavras-chave: Ctenidae; Conservagao; Genoma; NGS; Populacional; SSR.
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Introducao

As aranhas constituem uma parte expressiva dos artropodes terrestres e
estdo bem distribuidas mundialmente. Sendo o Brasil, um pais muito rico na
constituicdo de espécies do grupo, apresentando 76 das 136 familias de aranhas
registradas no mundo [1, 2]. Uma familia bem distribuida pelas reservas do pais
€ Ctenidae, que possui 603 espécies alocadas em 48 géneros, onde 115 delas
se encontram no territério brasileiro, incluindo Ctenus ornatus (Keyserling, 1877)
[2]. As aranhas Ctenidae s&o promissoras para monitoramento da diversidade

de invertebrados em florestas tropicais [3] e estudos filogeograficos [4].

Muitas espécies de Ctenidae estdo associadas diretamente a um
ambiente de mata preservada, devido ao grupo possuir muitas espécies
arboricolas, ainda assim muitas delas sao encontradas em borda de mata, por
se alimentarem de espécies de Lycosidae, promovendo um comportamento
errante [5, 6]. Comportamento esse observado melhor nos machos, uma vez que
apresentam a procura em busca das fémeas, somado aos comportamentos
antipredatério e de forrageio, que os tornam até 3,5 vezes mais ativos que as

fémeas [7].

Essas aranhas tém capacidade de bioindicador de qualidade ambiental,
ja que sao exigentes quanto as condicbes do habitat e mais vulneraveis as
alteragcbes na estrutura da vegetacao [8, 9]. Possuem individuos de pequeno a
grande porte, sdo cagadoras ativas, noturnas e de alimentagado exclusivamente

carnivora como grande parte do grupo das aranhas [5, 10, 11, 6].

De modo que, acabam por constituir um modelo de estudo na questao
de monitoramento e estratégias de conservagao, ja que espécies de um mesmo
grupo podem possuir tipos de dispersao diferentes [12 — 15], podendo notar os
efeitos da fragmentagdo, que podem afetar ou ndo a composigdo da genética

das populacoes [16 — 18].

Contudo, existem poucos trabalhos que avaliam o impacto da
fragmentagcdo populacional na variabilidade genética das populagbes de
aranhas, e tais estudos sao inexistentes para C. ornatus. Em relagao a Ctenidae,
dois trabalhos recentes trouxeram informagdes, como a analise populacional

realizada na Coldmbia com a espécie de Ancylometes bogotensis (Keyserling,
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1877), onde os autores detectaram uma influéncia da Cordilheira Oriental dos
Andes Colombianos sobre a diversificagdo genética da espécie analisada [19], e
o estudo [20] da espécie Enoploctenus cyclothorax (Bertkau, 1880) identificando
uma forte diferenciagdo genética entre as populagdes, sendo o maior valor
evidenciado até o momento, demostrando a sensibilidade da espécie ao

isolamento populacional.

Trabalhos como estes sdo necessarios na compreensao dos riscos ao
qual as populacbes estdo expostas, principalmente em areas impactadas.
Assim, este estudo busca investigar a diversidade e estrutura de C. ornatus em
Unidades de Conservagao (UCs) do estado do Parana, usando de marcadores

microssatélites, buscando investigar a variabilidade genética das populagdes.

Material e Métodos

COLETA E EXTRACAO DE DNA

Foram utilizados 110 espécimes de Ctenus ornatus de quatro Unidades
de Conservagao do estado do Parana, sendo elas: Parque Estadual Mata do
Godoy (PEMG) — Londrina (23°26'29.37"S 51°14'31.86"0), Parque Estadual de
Vila Velha (PEVV) — Ponta Grossa (25°15'15.40"S 50°00'11.30"O), Parque
Nacional do Iguagu (PNI) — Foz do Iguagu (25°37'34.00"S 54°28'35.40"0) e
Parque Nacional de Superagui (PNS) — Guaraquegaba (25°21'4.31"S
48°12'3.27"0) (Tabela1).

Os espécimes foram coletados por busca ativa, utilizando como material
de coleta potes plasticos e uma lanterna de cabega (as coletas foram noturnas,
periodo de maior atividade desses animais). Apos a catalogagao dos espécimes
foi retirado o material de tecido muscular das pernas para posteriores analises
moleculares. Os espécimes foram armazenados em alcool 70% e enviados ao
Laboratorio de Colegbes Zooldgicas, Instituto Butantan (IBSP, curador A. D.
Brescovit) Sdo Paulo/SP, Brasil, onde foram identificados e depositados na

colecgao.

O DNA genbmico foi extraido do tecido muscular da perna das aranhas,
a partir do protocolo com fenol-cloroférmio de Almeida, Fungaro e Sodré [21] e
em gel de agarose foi verificada a integridade e quantidade do DNA obtido para
posterior diluigdo.
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Tabela 1 — Lista com os locais de coleta de Ctenus ornatus nas Unidades de
Conservacédo (UCs) do estado do Parana, Brasil. N: ndmero de individuos
coletados.

Sigla N Unidade de Conservagao Municipio
PEVV 34 Parque Estadual de Vila Velha Ponta Grossa

PEMG 20 Parque Estadual Mata dos Godoy Londrina
PNS 22 Parque Nacional de Superagui Guaraquegaba
PNI 34 Parque Nacional do Iguagu Foz do Iguagu

Figura 1 - Mapa do Brasil com indicagédo do estado do Parana apresentando os
pontos de coleta. Os pontos de localizagdo enumerados demarcam as Unidades
de Conservacgao. A legenda identifica no mapa os diferentes ecossistemas que
compdem os habitats do estado.

}{ r $ ) £ 3 Bl Floresta Ombrofila Densa

B Fioresta Ombrofila Mista
H Floresta Estadual Semi-Decidual
I | Campos Naturais

| Cerrado

Fonte: Mariana Costa Terra (2023), adaptado pelo autor. Localizagao — 1: Parque Estadual de
Vila Velha; 2: Parque Estadual Mata dos Godoy; 3: Parque Nacional do Superagui; 4: Parque

Nacional do Iguacu. Imagem de Ctenus ornatus — Foto de Matheus Pires Rincéo, 2018.
PROTOCOLO MOLECULAR

Os primers utilizados neste estudo foram desenhados com base no DNA
gendmico total extraido de um dos espécimes coletados no PEVV (Capitulo 2).
A amostra foi encaminhada para o sequenciamento de nova geragédo em

sequenciador de plataforma lllumina NovaSeq, pelo método de genotipagem de
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baixa cobertura (paired-end 2x150pb) executado pela empresa GenOne Biotech
(https://www.genone.com.br/). Os dados enviados foram analisados no
RepeatExplorer2 [21], os contigs gerado em cada simulagédo (rapida, longa e
extralonga de montagens) foram submetidos ao MISA-web [22]
(https://webblast.ipk-gatersleben.de/misa/) que faz a predicdo de
microssatélites. Os perfis dos primers microssatélites utilizados sdo mostrados

na Tabela 2.

Tabela 2 — Primers microssatélites desenvolvidos de Ctenus ornatus

Nome dos a . . Tam. do
locos Sequéncias de primers (5' - 3") T(C) alelo (pb)
Cteo01 F: GCTTAGGGACAGACAGGCAT 56 195-219

R: CATTTCAATGCTTACCGGGG

F: GCGAAAATGCGGACAAATGA
Cteo02 R: GGAGTAGCCCTTCATAGCCC 57 213-221

Cteo1 F: AGAGGGATGAGATGAGCTTTGT 61 119
R: ACTCTGCACCCACACTATTG

F: TCTCTGCACCCACACTATTG
Cteol12 R: AGAGGGATGAGATGAGCTTTGT 57 243-275

F: AGAGCGCTGAGGAAATTTTGA
Cteo14 R: AGAGTGAAAGTGAATCGAGACAG 55 241-273

F: GCACTTTCGAGCCTCCATTT
Cteo15 R: TGCAATTTGGAGTAGAGGCATG 57 156-170

Abreviaturas: T (°C), Temperatura de pareamento.

ANALISES GENETICA POPULACIONAL

O tamanho dos alelos foi determinado manualmente usando o programa
GeneMarker v.2.2.0 (SoftGenetics). No Micro Checker v.2.2.3 [25] alelos nulos,
desisténcias de alelos e erros de anotagao foram verificados. O numero de alelos
por locus (A), heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He)
foram obtidos em GenAlEx v.6.5 [26]. O coeficiente de endogamia (Fis) foi
calculado no Arlequin programa v.3.5.2.2 [27]. A estimativa de equilibrio de
Hardy Weinberg (HWE) e desequilibrio de ligagdo, com as corregbes de
Bonferroni, foram realizadas no GENEPOP v.1.2 [28, 29].

O software Structure v.2.3 [30] foi utilizado para obter a estruturagao
populacional dos grupos amostrados, sendo estimado o numero de clusters (K)
mais provaveis via analise Bayesiana. Foram testadas as possibilidades da
existéncia de uma a oito populacdes e a analise de cada K foi repetida 20 vezes,

com 10.000 interagdes no burn-in € 100.000 interacdes na Cadeia de Markov
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Monte Carlo (MCMC). Os aplicativos online Structure Harvester 0.6.93 [31] e
Clumpak (http://clumpak.tau.ac.il/) [32] foram utilizados para inferir
estatisticamente qual K mais provavel e para agrupar os resultados de Structure

via método AK de Evanno [33].
Resultados e Discussao

DIVERSIDADE GENETICA

Foram genotipados um total de 110 individuos de Ctenus ornatus para
seis loci microssatélites. As analises revelaram um total de 105 alelos (A) entre
as quatro populagdes, variando de 17 alelos (PEVV) a 34 (PNI) (Tabela 3). Os
menores indices de diversidade genética (Na= 3,400; Ne= 2,040), foram obtidos
na populagcdo do PEVV. As estimativas de heterozigosidade esperada (He)
indicaram um nivel moderado de diversidade alélica entre as populag¢des, onde
a maior foi na populagdo do PNI = 0,700 e a menor na populagéo do PEVV =
0,459. O maior numero de alelos privados (Np) foi obtido na populagdo do PNI =

15, e 0 menor obtido na populacao do PEVV = 2 (Tabela 3).

Nenhuma das comparagdes entre os loci apresentaram desequilibrio de
ligagdo, sugerindo que os mesmos podem ser considerados marcadores
independentes. Algumas populagdes apresentam desvios do HWE para alguns
loci. Na populagao do PEVV os loci Cteo01, Cteo14 e Cteo15, nas populagoes
dos PEMG e PNS os loci Cteo02 e Cteo15, e a na populagdao do PNI trouxe

valores significativos para todos os loci (Tabela S1).

Com relagéao ao Fis, que mede o desvio das proporgées do HWE, onde
valores positivos indicam deficiéncia de heterozigotos, enquanto valores
negativos indicam excesso de heterozigotos [34]. O que podemos observar em
todas as nossas populagdes (Tabela 3), ja que essas apresentam valores altos
negativos indicando auséncia de endogamia. Onde o maior valor foi encontrado
no PEMG = -0,719 e o menor valor no PEVV = -0,537.

Ja o indice de diversidade genética (Fst) levando em consideragao o nivel
de significancia, de acordo com Wright [35]: 0,05 — 0,15 corresponde a

diferenciagao genética moderada entre as populagdes e 0,15 — 0,25 ou superior



A WO DN -

O o0Oo~NO O

10
11

12
13
14
15
16
17
18

124

indica alta diferenciacao entre as populacées. Os resultados baseados nas
estatisticas de F sobre todas as populagdes para cada locus, a maior proporgao
de diversidade génica entre as populag¢des (Fst) foi encontrada para o locus
Cteo12 (Fst = 0,304) (Tabela S2).

Tabela 3 - Diversidade genética de Ctenus ornatus, obtida a partir de
marcadores microssatélites. N: numero de individuos analisados; A: numero total
de alelos; Na: numero médio de alelos; Ne: niumero de alelos efetivos; Np: nimero
de alelos privados; Ho: Heterozigosidade observada; He: Heterozigosidade
esperada; Fis: indice de fixagdo dentro das populagdes.

Local N A Na Ne Np Ho He Fis

PEVV 34 17 3,400 2,040 2 0,727 0,459 -0,537
PEMG 20 25 5,000 3,209 7 0,988 0,662 -0,719
PNS 22 29 5,800 3,067 12 0,989 0,663 -0,653

PNI 34 34 6,800 3,483 15 0,963 0,700 -0,626

Total 110 105 5,250 2,950 - 0,917 0,621 -

Parque Estadual de Vila Velha (PEVV); Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG); Parque
Nacional do Superagui (PNS); Parque Nacional do Iguagu (PNI).

A quantidade de alelos encontrados por locus variou de 7 (Cteo15) a 17
(Cteo14), sendo este o locus mais polimorfico, e o tamanho dos alelos variou de
138 a 275 pares de bases (pb) (Figura S1). Os Joci Cteo02 e Cteo14
apresentaram somente dois alelos na populagdo do PEVV e Cteo15 na
populacao do PEMG. Ja o locus Cteo01 foi 0 que apresentou a maior quantidade
de alelos em uma populagao (PNI= 9), sendo todos eles exclusivos deste grupo
(Figura S1).
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Figura 2 - Frequéncia de alelos privados amostrados nas quatro populagbes de
Ctenus ornatus, de um total de 105 alelos, por meio de cinco /oci microssatélites.
Eixo x: os alelos; y: a frequéncia em sua populagao.
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Por meio da avaliagdo dos cinco marcadores microssatélites, foi possivel
constatar que as quatro populagées apresentavam alelos privados (Figura 2)
(Tabela S3). Do total de 105 alelos amostrados foram encontrados 36 alelos
privados, constituindo, portanto, 35,7% dos alelos totais. Duas populag¢des
apresentaram maior numero de alelos privados, com 12 (Parque Nacional do

Superagui - (PNS)) e 15 (Parque Nacional do Iguacgu - (PNI)).

Os alelos privados, mesmo sendo influenciados pelo tamanho amostral,
sao de grande importancia para os estudos populacionais e servem como base
nas estratégias de conservagao, além de serem indicadores de fluxo génico [36
— 38]. O alelo 213 (locus Cteo02), observado na populagdo PNS possui a maior
frequéncia entre os alelos destacados, o que o torna interessante para estudos
visando a conservacgao (Figura 2) (Tabela S3).
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1 ESTRUTURA GENETICA

Na analise de variancia molecular (AMOVA), foi possivel observar que a
variagdo entre as populagdes foi de 18%, entre os individuos e dentro das
populacdes 0% e dentre os individuos 82%, sendo a maior variagdo. Logo, a
variagao esta ocorrendo independente das populagdes, indicando que as

populagdes nao sao tao distantes geneticamente (Tabela 4). Apesar do Fst =

N OO o0 A WDN

0,209 (p=0,001) entre as populagdes evidenciar a diferenga genética entre elas.

8 Tabela 4 - Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as amostras de Ctenus

9 ornatus das quatro populagdes estudadas, mostrando a porcentagem de
10 variacao entre populacdes, entre os individuos das populagdes e dentro dos
11 individuos.

Fonte de Variagao Graus de Soma dos Componentes Porcentagem
Liberdade Quadrados de Variagao de Variagao
Entre Populagtes 3 76,237 0,446 18%
Entre Individuos 106 145,149 0,000 0%
Dentro de Individuos 110 220,000 2,000 82%
Total 219 379,204 2,446 100%
Fst= 0,209 (p=0,001)
12
13 Com relagao a diferenciagcéo genética par a par, foram observados valores

14  significativos para os quatro pontos de amostragem (Tabela 5), levando em
15 conta que na AMOVA estimativas acima de 0,05 sdo consideradas indicadores
16 de alta estruturagcao populacional [39], podendo concluir que as populacdes
17 analisadas se encontram geneticamente estruturadas, sendo a populagdo do

18 Parque Nacional do Superagui (PNS) portadora do maior valor.
19
20
21
22
23
24

25



1

14

15

16

17
18

19
20
21
22
23
24
25

127

Tabela 5 — Valores de Fst par a par entre as populagdes de C. ornatus.

PEVV PEMG PNS PNI
PEVV 0,000
PEMG 0,182* 0,000
PNS 0,215* 0,152* 0,000
PNI 0,167 0,097* 0,119* 0,000

Legenda: Parque Estadual de Vila Velha (PEVV); Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG);
Parque Nacional do Superagui (PNS); Parque Nacional do Iguagu (PNI). *valores significativos
(p=0,05)

A Tabela 6 mostra os valores de identidade e distancia genética de Nei
(1972) para todas as comparagdes par-a-par entre as populagdes. O maior valor
de identidade genética (0,524) e o menor valor de distancia (0,646), foi entre as
populagdes do PEMG e do PNI.

Tabela 6 - Matriz de distancia genética (DG) e identidade genética (IG) de Nei

(distancia genética de Nei (1972) abaixo a diagonal e identidade genética sobre
a diagonal).

PEVV PEMG PNS PNI

PEV - 0,437 0,276 0,437
PEMG 0,827  --—-—-- 0,295 0,524
PNS 1,289 1,221 - 0,378

PNI 0,829 0,646 0973 -

Legenda: Parque Estadual de Vila Velha (PEVV); Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG);
Parque Nacional do Superagui (PNS); Parque Nacional do Iguagu (PNI).

Contudo, as populagdes distantes geograficamente deveriam tem maior
valor de distancia genética, mas nossos resultados detectaram valor baixo entre
populagdes geograficamente distantes e vice-versa. Por exemplo, a distancia
genética entre as populacdes PNS e PNI foi de 0,973; ainda que elas estejam
separadas geograficamente em torno de 818km. Ja populagdes mais proximas
geograficamente em torno de 297km, como PEVV e PNS, apresentaram uma
distancia de 1,289 (Figura 1) (Tabela 6).
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Estudos populacionais com aranhas geralmente associam a estrutura
genética as taxas de dispersdo de cada espécie [12, 40 - 42]. Analisando as
quatro populacdes de C. ornatus, pode se observar indices altos nas estatisticas
de F e com estruturagcédo genética, reafirmando a capacidade de dispersédo dos
individuos de forma mista, onde as fémeas sdo mais territorialistas e os machos

tendem a percorrer maiores distancias [43].

Os resultados demostram que o isolamento por distancia parece nao ser
0 Unico responsavel pela estruturagéo alta das populagdes, pois os valores de
Fst e as distancias geograficas néo estao correlacionadas. Podemos observar
que populagbes mais proximas, como PEVV e PNS (297Km) (Figura 1) tem o
maior Fst (0,215). Assim como, valores de Fsrt relativamente baixos entre
populagdes distantes uma das outras, por exemplo, 513Km (Figura 1). Regides
urbanizadas ou préximas a agro-ecossistemas podem interferir na estruturagao
[44].

Contudo, apesar da possibilidade de atividade antrépica afetar a
variabilidade genética de algumas espécies, a estrutura populacional pode ser
consequéncia de processos naturais antigos. Como relatado por Colgan et al.
[14], em um estudo na familia Lycosidae, onde eles observaram que as
divergéncias genéticas interpopulacionais nao tinham relagcdo com as distancias
geograficas, ou seja, a populacdo ja era estruturada antes mesmo da
fragmentacdo antrépica do local. Mas, as espécies de Lycosidae sdao mais
adaptaveis as mudancas do habitat. Com relacédo a C. ornatus, que possui uma
sensibilidade maior a alteracbes do ambiente ao qual esteja inserida, devendo

assim ser analisada com maior cautela.

Na analise bayesiana foi obtido um K provavel igual a dois (Figura 3-A). A
populagcdo do PNS mostrou um padrdao mais homogéneo, com menos mistura,

entre seus 22 individuos analisados (Figura 3-B).
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Figura 3 — (A) Estimativa do niumero de agrupamento (K) a partir de estatistica

AK de Evanno et al. (2005). (B) Representagdo grafica do agrupamento
bayesiano (K=2), gerado a partir de seis loci de microssatélites para os quatro
pontos analisados de Ctenus ornatus. PEVV: Parque Estadual de Vila Velha;
PEMG: Parque Estadual Mata dos Godoy; PNS: Parque Nacional do Superagui;
PNI: Parque Nacional do Iguagu.
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Estudos com aranhas vem sugerindo que fragmentos maiores, mais bem
preservados e menos isolados, propendem a indicar indices de diversidade mais
elevados. Bonte e colaboradores [45], identificaram que a capacidade de
dispersdo e a estruturagdo do habitat no grupo das aranhas influencia
diretamente em sua distribuicdo. Sugerindo que a ocorréncia de possiveis
metapopulagdes tenham um desempenho significativo sobre a distribuicdo do
grupo e tendem a prevenir prejuizos ligados a fragmentagdo sob espécies com
nichos mais restritos [46]. Reafirmando que as aranhas sdo mais afetadas pela

reducao do habitat.
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Conclusao

Independente da metodologia utilizada para as analises de diversidade
genética, muitos dos estudos populacionais com aranhas vem a atribuir sua
variabilidade a caracteristicas intrinsecas de cada espécie, como as aranhas
sociais que nao se dispersam muito tendem a possuir uma variabilidade genética
baixa dentro das suas populagdes, e consequentemente altas taxas de
endocruzamento. Contudo, a maioria das aranhas (incluindo a familia Ctenidae)
possui habitos n&o sociais e acabam sendo territorialistas, o que pode contribuir
para a variabilidade observada, assim como os fragmentos analisados das UCs
que possuem uma grande area e sdo mais preservados e menos isolados,

reafirmando maiores indices de diversidade.

A fragmentacao do habitat pode prejudicar diretamente a biodiversidade,
ja que o tamanho dos fragmentos e a conectividade entre eles desempenha
grande acgao sobre a estrutura das populagdes. Em vista disso, as aranhas,
apesar de um grupo de alta variabilidade de modos de se dispersar, formam um

otimo modelo para estudos de fragmentagéo.
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Material Suplementar

Figura S1 - Frequéncias dos alelos por loco microssatélite de C. ornatus para os
quatro pontos estudados. PEVV: Parque Estadual de Vila Velha; PEMG: Parque
Estadual Mata dos Godoy; PNS: Parque Nacional do Superagui; PNI: Parque Nacional
do lguagu.
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Tabela S1 — Estimativas do Equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) nas populagdes

por loci, com as corregdes de Bonferroni (alfa/(n-i+1).

P-valor HWE
Populagao
Locus PEVV PEMG PNS PNI
CTEOO1 0* 0,0368 0,0133 0*
CTEOO02 0,1485 0,0019* 0* 0,0002*
CTEO12 1 0,0089 0,2928 0*
CTEO14 0* 0,016 0,3002 0*
CTEO15 0* 0* 0* 0*

PEVV: Parque Estadual de Vila Velha; PEMG: Parque Estadual Mata dos Godoy; PNS:
Parque Nacional do Superagui; PNI: Parque Nacional do Iguagu. *valores significativos.

Tabela S2 - Estatistica F sobre todas as populagdes para cada locus.

Locus Fis Fir Fst
CTEOO01 -0,405 -0,133 0,194
CTEOO02 -0,482 -0,128 0,239
CTEO12 -0,373 0,044 0,304
CTEO14 -0,405 -0,104 0,215
CTEO15 -0,746 -0,506 0,138

Média -0,483 -0,165 0,218
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1 Tabela S3 — Frequéncia de alelos privados amostrados nas quatro populagdes
2 de Ctenus ornatus, de um total de 105 alelos, por meio de cinco loci
3  microssatélites.
4

Populagao Locus Alelos Frequéncia

PEVV Cteo12 253 0,019
PEVV Cteo12 275 0,019
PEMG Cteo14 225 0,031
PEMG Cteo14 243 0,094
PEMG Cteo14 245 0,156
PEMG Cteo14 249 0,063
PEMG Cteo14 255 0,094
PEMG Cteo14 261 0,375
PEMG Cteo14 273 0,031
PNS Cteoc02 211 0,023
PNS Cteo02 213 0,477
PNS Cteoc02 215 0,136
PNS Cteo02 217 0,023
PNS Cteo02 221 0,341
PNS Cteo12 241 0,050
PNS Cteo12 249 0,425
PNS Cteo12 259 0,025
PNS Cteo14 248 0,417
PNS Cteo14 252 0,194
PNS Cteo15 138 0,024
PNS Cteo15 150 0,024
PNI Cteo01 180 0,034
PNI Cteo01 196 0,310
PNI Cteo01 198 0,052
PNI Cteo01 200 0,017
PNI Cteo01 212 0,017
PNI Cteo01 214 0,017
PNI Cteo01 216 0,259
PNI Cteo01 218 0,259
PNI Cteo01 238 0,034
PNI Cteo12 223 0,018
PNI Cteo12 227 0,018
PNI Cteo12 255 0,018
PNI Cteo12 265 0,018
PNI Cteo14 242 0,042
PNI Cteo14 262 0,042

6 Legenda: Parque Estadual de Vila Velha (PEVV); Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG);
7 Parque Nacional do Superagui (PNS); Parque Nacional do Iguagu (PNI).
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Consideragoes Finais

O uso de marcadores moleculares como o sequenciamento do COI, vem
cada vez mais mostrando ser uma técnica vantajosa, especialmente porque
permite a identificacdo de individuos independente de tamanho, sexo ou idade,
algo que € uma limitagdo incisiva na identificagdo de aranhas. Assim sua
utilizacdo concomitante aos métodos de delimitacdo auxilia nas decisdes
taxondmicas, em apoio as linhas de evidéncia das caracteristicas morfolégicas

e biogeograficas.

De maneira geral, os métodos de delimitagdo mostraram resultados
similares as abordagens analisadas, demostrando a proximidade de alguns
grupos assim como a necessidade de investigacbes moleculares mais
profundas, a fim de melhor observar certos complexos de espécies. Com esse
trabalho, acresceremos ao banco de dados sequéncias de espécimes da regiao
Neotropical e do Brasil. Corroborando com dados ja existentes de estudos
citogenéticos relacionados a Lycosidae, evidenciando o complexo de espécies
de Lycosa nordenskjoldi, como o inicio de uma trajetéria de especiagdo em

Trochosa.

A partir de sequéncias produzidas com sequenciamento de nova geragao
de baixa cobertura, foi possivel observar dados genémicos inéditos para Ctenus
ornatus, contribuindo para enriquecer as informagdes no grupo dos aracnideos.
Além de identificar oito sequéncias que foram analisadas e identificadas para o
desenvolvimento de primers microssatélites. O uso dessas regides proporcionou
estudos genéticos populacionais da espécie de C. ornatus, além da utilizagao
dos marcadores em espécies proximas por meio da transferabilidade.
Evidenciando que o uso de um sequenciamento de baixa cobertura também
torna possivel caracterizar e desenvolver marcadores moleculares para analises

populacionais em aranhas.

Resultados sobre a diversidade genética e o nivel de diferenciagéo
genética da espécie geram informagdes importantes para a conservagao, n0ssos
dados apontam para uma variacdo génica dentro dos individuos, sendo que
entre as populagbes os valores de variabilidade genética sao relativamente

baixos.



