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Resumo 

 

Pertencentes à família Trechaleidae (Araneae), as aranhas da espécie 

Paratrechalea galianoae tem grandes requerimentos quanto à seleção do seu 

hábitat e só são encontradas na vegetação ciliar de rios de primeira ordem. Por essa 

razão, a sua distribuição geográfica na micro-bacia do rio Maquiné é fragmentada. O 

objetivo deste trabalho foi testar se esta estruturação geográfica causa estruturação 

genética entre as populações que se encontram na micro-bacia e destas com 

populações ao seu redor. Foram isolados e caracterizados doze locos de 

marcadores de microssatélites polimorficos para a espécie, através da construção 

de uma biblioteca genômica enriquecida. Destes doze, nove foram usados para 

estudar a diversidade molecular nuclear dos indivíduos e a diversidade mitocondrial 

foi estudada com um segmento do gene CO1. Os índices de diversidade 

moleculares, tanto nucleares como mitocondriais, encontrados na espécie condizem 

com o padrão geral de aranhas e não há qualquer evidência de eventos de redução 

ou aumento demográficos fortes na região. Os resultados, em especial dos 

microssatélites, sugerem a existência de três populações na amostra, apesar do 

baixo valor de diferenciação médio entre os pontos. Os cinco pontos amostrais 

incluídos na micro-bacia do rio Maquiné constituem uma única população, enquanto 

os pontos amostrais da FLONA e de Pedras Brancas, de outras micro-bacias, são 

populações independentes. Apesar da baixa taxa de dispersão observada a campo 

nos adultos, os indivíduos jovens apresentam todas as características necessárias 

para a realização de ballooning, comportamento de dispersão via aérea com o uso 

de fios de seda. Tal comportamento já foi utilizado para explicar homogeneizações 

genéticas em grande escala, mas também é possível que o ballooning seja praticado 

em vôos de pequenas distâncias e que vales de rios sejam utilizados como 

corredores de dispersão, assim homogeneizando as populações em escala fina 

também. 
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Abstract 

 

 Belonging to the family Trechaleidae (Araneae), the spiders of the 

Paratrechalea galianoae species have great requirements for their habitat selection 

and are only found in the riparian vegetation of first order streams. For this reason, 

their geographical distribution in micro-basin of the Maquiné River is fragmented. 

This study aims to test whether this geographical structure is reflected in a genetic 

structure between the populations of the micro-basin and among these and the 

population in the surrounding area. We isolated and characterized twelve 

polymorphic loci of microsatellites markers, using an enriched genomic library. From 

these twelve, nine were used to survey the nuclear molecular diversity of the 

individuals and the mitochondrial diversity was measure using a CO1 sequence. The 

molecular diversity indexes, both nuclear and mitochondrial, found in this species 

were in agreement with the general standard of spiders and was not found any 

evidence of stronger events of demographic reduction or increase in this region. Our 

results, in particular those from microsatellites, suggest the existence of three 

population in the sample, despite the low average value of differentiation. The five 

sampling points include in the micro-basin of Maquiné River are only one population, 

while the sampling points of FLONA and Pedras Brancas, from other micro-basin, are 

different populations. Despite the low adults dispersion rate observed in field, the 

spiderlings have all characteristics necessary for performances ballooning, aerial 

dispersion behavior with the use of silk. Such behavior has already been used to 

elucidate the genetic homogenization in great geographic scales, but it is possible 

that the ballooning is held in flights of short distances and the rivers valleys are used 

as dispersion corridors, so homogenizing the population in fine-scale as well. 
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Organismo de estudo 

 

Composta por mais de 40.000 espécies distribuídas em cerca de 3.700 

gêneros (Platnick 2009), a ordem Araneae tem a quinta maior diversidade do 

planeta. Essa grande diversidade específica foi alcançada graças à variedade de 

hábitos das aranhas. Embora o padrão comportamental seja prioritariamente de 

animais predatórios, esse padrão é atingido a partir das mais distintas estratégias 

etológicas e fisiológicas. Se por um lado existem espécies de aranhas com longas 

expectativas de vida e hábitos solitários, as quais só têm contato com outros 

indivíduos durante o período reprodutivo, por exemplo, as espécies do gênero 

Promyrmerkiaphila estudadas por Stockman & Bond (2007), por outro é possível 

encontrar espécies com ciclo de vida anual, grande proles e hábitos sub-sociais 

(Viera et al. 2006). Além deste exemplo, variações no comportamento sexual, 

podendo-se encontrar inclusive casos onde ocorre inversão dos papeis sexuais 

(Aisenberg et al. 2007); nas estratégias de caça, no emprego da seda e até mesmo na 

composição da dieta, recentemente a espécie Bagheera kiplingi foi descrita como 

“vegetariana”, dado o fato que mais de 90% da sua alimentação provêem de folhas 

de acácia (Meehan et al. 2008); levam a esse grande número de espécies dentro do 

grupo. 

Paratrechalea galianoae Carico 2005 (figura 1) é uma aranha pertencente à 

família Trechaleidae e apresenta hábito semi-aquático, sendo encontrada 

principalmente associada à vegetação ripária de riachos de primeira ordem. A sua 

área de ocorrência tem como limite norte o estado de Minas Gerais e o como limite 

sul o estado do Rio Grande do Sul, ambos no Brasil. Longitudinalmente, a sua 

distribuição segue desde a Mata Atlântica no litoral brasileiro até a província de 

Missiones no norte da Argentina (Carico, 2005; Silva et al, 2006). Nesta mesma 

região geográfica se encontram as espécies P. azul e P. ornata. 



 11

 

Figura 1 Fêmea (à esquerda) e macho (à direta), com presente nupcial, de Paratrechalea 

galianoae 

Além da simpatria com respeito à distribuição geográfica, estas espécies de 

Paratrechalea também compartilham outras características importantes 

biologicamente. A cripticidade morfológica é muito alta e as únicas estruturas que 

podem ser usadas na diagnose destes indivíduos são as genitálias, tanto o epígeno 

feminino como os palpos masculinos (Carico 2005, Silva et al. 2006). A cripticidade 

etológica também é muito grande. As três espécies apresentam hábito 

prioritariamente noturno, refugiando-se durante o dia entre os seixos do rio ou na 

vegetação ripária; e solitário, apesar da alta densidade em que as populações se 

encontram. A capacidade de caça é alta e a dieta dos adultos é composta por 

pequenos artrópodes, em especial insetos da ordem Ephemeroptera (observações 

de campo). Mas aquele que possivelmente seja o comportamento que mais chama 

atenção é a construção de um presente nupcial e o oferecimento destes às fêmeas 

pelos machos. O comportamento sexual (pré- e copulatório) de P. azul e P. ornata é 

detalhadamente descrito por Costa-Schmitd et al. 2008) e esta descrição é válida 

também para P. galianoae. Resumidamente, após a captura de uma presa pelo 

macho, esta é enrolada em seda e carregada pelo mesmo nas quelíceras. O macho 

então parte em busca de uma fêmea, e uma vez que a encontra adota uma 

caracteristica posição para o ofertamento do presente nupcial. Se aceito pela fêmea, 

esta adota posição igualmente caracteristica e também prende o presente nupcial 

com as suas quelíceras. Após isso, segue-se a cópula, com inserções alternadas do 

palpo do macho na fêmea. Comportamento semelhante a esse só tinha sido 
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registrado para a espécie de aranhas Pisaura mirabilis (Austad & Thornhill 1986; 

Stalhandske 2001, 2002; Bilde et al. 2006, 2007; Vahed 2007; entre outros), espécie 

que ocorre na Europa e este registro feito por Costa-Schmitd et al (2008) foi o 

primeiro para aranhas neotropicais. Tal comportamento também pode representar 

uma barreira/etapa para a identificação específica entre os indivíduos, por exemplo, 

na estimulação da produção do presente pelo macho ou no aceite deste pela fêmea 

(Albo et al. 2009), uma vez que adultos de P. azul e P. ornata são comumente 

encontrados sintopicamente. 

Quanto às características comportamentais e ecológicas que diferem P. 

galianoae das outras espécies do gênero, aquelas relacionadas à escolha e uso do 

habitat são as que mais chamam atenção. Primeiramente, enquanto adultos de P. 

galianoae ocorrem somente em rios de primeira ordem, vulgarmente conhecidos 

como “riachos de cabeceira”, os adultos das demais espécies ocorrem em rios de 

maior porte. “Riachos de cabeceira” podem ser brevemente descritos como cursos 

de água relativamente estreitos (entre um e cinco metros de largura), rasos e 

íngremes, usualmente associados a encostas de morros e montanhas. Esta 

pequena largura está associada a uma maior cobertura vegetal sobre o rio, 

resultando em uma maior umidade relativa, e menor incidência solar direta e a 

temperatura local. Estas podem ser as condições microclimáticas fundamentais para 

a ocorrência de adultos de P. galianoae. Outro ponto divergente entre as espécies 

do gênero é o uso do habitat pelos adultos. Em P. azul e P. ornata os adultos são 

usualmente encontrados entre os seixos do rio e em P. galianoae os adultos são 

encontrados na vegetação ripária, mesmo durante atividades como caça ou 

reprodução. 

 

Área de Estudo 

 

Situada no limite meridional da Floresta Ombrófila Densa (Mata Atlântica 

stricto sensu), a micro-bacia do rio Maquiné compreende cerca de 550km2 das 

encostas da Serra Geral, e está alojada numa região de transição entre a Mata 

Atlântica, a Mata de Araucária e os Campos de Cima da Serra. O clima da região é 

caracterizado como Cfa, ou subtropical úmido, segundo Köppen, com temperatura 
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média anual de 18°C e sem estação seca (pluviosidade anual média 1.400-1.800 

mm) (Moreno 1961; Nimer 1990; Becker et al 2004). A variação altimétrica é muito 

grande, indo de 40 metros na parte “baixa” até quase 1.000 metros no “alto” do vale. 

O Maquiné é o principal rio da micro-bacia, com quase 40 km de extensão e 

com as suas nascentes localizadas próximo ao município de São Francisco de 

Paula, no arroio Lajeado. Além deste, formam o rio Maquiné os arroios Garapiá, 

Forqueta, Ligeiro, Encantado e Solidão, pela margem esquerda, e o rio do Ouro e 

arroios Pinheiro e Água Parada pela margem direita. A FEPAM (2000) e a CIB et al. 

(2000) consideram essa área como particularmente interessante para a 

conservação. Ainda, a UNESCO reconhece que devido à exuberância natural e a 

diversidade de espécies da fauna e flora, esta é uma “Reserva da Biosfera da Mata 

Atlântica”. Devido a todos esses fatores, a micro-bacia do rio Maquine têm sido alvo 

de estudos em diversas áreas de conhecimento durante os últimos anos. 

 

Aranhas e Marcadores Moleculares 

 

O uso de marcadores moleculares para responder questões ecológicas e 

evolutivas tem aumentado nos últimos anos, devido ao alto conteúdo informativo 

destes e ao avanço do poder das análises (Selkoe &Toonen 2006). A partir desta 

metodologia é possível estimar vários parâmetros interessantes, como taxas de 

migração, tamanhos populacionais, relações de parentesco, efeito gargalo de 

garrafa (bottleneck), estrutura populacional, dentre outros (Pearse & Crandall 2004).  

Inúmeros estudos com aranhas têm se valido destes métodos. Seqüências de 

genes mitocôndrias e nucleares têm sido empregadas na construção de filogenias 

das mais diversas famílias dentro de Araneae (Hedin 2001; Maddison & Hedin 2003; 

Arnedo et al. 2004; Bond 2004; Croucher et al. 2004, Paquin & Hedin 2004). Mesmo 

com respeito aos trabalhos de filogenia baseados em marcadores moleculares é 

possível monstrar a riqueza desta abordagem. Por exemplo, muitos trabalhos visam 

elucidar as relações evolutivas entre espécies crípticas, onde apesar da acentuada 

semelhança morfológica é possível se encontrar grandes divergências genéticas 

(Bond et al. 2001). Stockman & Bond (2007) estudaram as relações de espécies-

irmãs do gênero Promyrmekiaphila na Califórnia e encontraram uma grande 
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divergência entre as seqüências (média de 9,0%). Por outro lado, a filogenia dos 

grandes grupos de aranhas foi realizada prioritariamente com base em caracteres 

morfológicos (por exemplo, Griswold et al. 1999) e hoje está sendo testada/validada 

com o uso de técnicas moleculares, como no trabalho de Spagna & Gillespie (2008) 

com o clado “RTA”, o qual inclui cerca de 18.000 espécies de aranhas que 

apresentam a apófise tibial retrolateral nos palpos dos machos. 

No nível específico são inúmeros os estudos filogeográficos. Sistemas 

insulares, como os arquipélagos do Havaí e das ilhas Canárias (Gillespie et al. 1994, 

Roderick & Gillespie 1998, Bidegaray-Batista et al. 2007), e sistemas continentais, 

como Austrália, China e Califórnia, (Evans & Goodisman 2002, Chang et al. 2007, 

Starret & Hedin 2007) já foram estudados por diferentes grupos de pesquisa. 

Entretanto, quanto aos trabalhos de genética de populações em pequena escala o 

número de trabalhos disponíveis na bibliografia é muito mais reduzido. De fato, até 

onde nós sabemos, apenas o trabalho de Vandergast et al. (2004) abordou questões 

de estruturação em pequena escala. Ainda cabe ressaltar que dentre os estudos 

com aranhas que empregam marcadores moleculares, não há nenhum com 

microssatélites (ou STR, single tandem repeat), exceto os quais descrevem primers 

destes para diferentes espécies (Rütten et al 2001, Ji et al 2004, Bilde et al. 2009). 

Estes marcadores são os mais utilizados para estudos ecológicos (Schlötterer 2004; 

Selkoe & Toonen 2006) e correspondem a regiões genômicas repetidas em tandem, 

de um a seis nucleotídeos, encontradas em altas freqüências no genoma da maioria 

dos táxons (Selkoe &Toonen 2006). Estas regiões variam no número de repetições, 

variação causada devido a erros da DNA polimerase durante a replicação que 

ocasionam o acréscimo ou a diminuição de uma repetição. Estes erros têm a sua 

taxa aumentada devido à seqüência repetitiva. Esta variação no número de 

repetições é muito grande, o que possibilita a realização de inferências no nível 

individual e populacional (Ellegren 2004). 

 

Objetivo Geral 

 

Os requerimentos micro-ambientais dos indivíduos de P. galianoae e as 

características da cobertura vegetal da micro-bacia do rio Maquiné resultam em uma 
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distribuição disjunta das populações desta espécie na micro-bacia. Essa aparente 

estruturação demográfica, se real, pode resultar numa estruturação genética das 

populações. O objetivo geral deste estudo é identificar a presença ou não de tal 

estrutura genética entre as populações de P. galinoae e com base nesse resultado 

inferir hipóteses que expliquem o padrão atual com base em processos antigos e/ou 

recentes. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Desenvolver e testar marcadores moleculares de microssatélites para P. 

galianoae, visando aumentar a gama de marcadores disponíveis para estudos 

ecológicos e evolutivos com as espécies do gênero. 

2. Quantificar a diversidade genética das populações de P. galianoae, com o 

uso de marcadores STR e de mtDNA, na micro-bacia do rio Maquiné e 

arredores, indentificando a variação intra- e interpopulacionais. 

3.  Descrever a estrutura genética das populações de P. galianoae na micro-

bacia do rio Maquiné e arredores. 

4. Elaborar hipóteses de processos ecológicos e evolutivos que expliquem a 

estrutura genética encontrada nas aranhas P. galianoae da micro-bacia do rio 

Maquiné, sejam eles causadores de divergência ou de homogeneização 

genética. 
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Capítulo Um: Isolation and characterization of 12 

dinucletiotide microsatellite loci in Paratrechalea 

galianoae (Araneae, Trechaleidae), a nuptial gift-spider 

(Artigo publicado no periódico Molecular Ecology Resouces) 
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Capítulo Dois: Estrutura genética de populações de 

Paratrechalea galianoae (Araneae, Trechaleidae) da 

micro-bacia do rio Maquiné, Rio Grande do Sul, Brasi 

(Artigo a ser submetido ao periódico Molecular Ecology) 
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Resumo 15 

 16 

As aranhas da espécie Paratrechalea galianoae tem a sua distribuição 17 

fragmentada na micro-bacia do rio Maquiné devido a restrições ecológicas na 18 

seleção de hábitat, sendo encontradas apenas associadas à vegetação ripária de 19 

rios de primeira ordem. A estruturação geográfica pode causar diferenças na 20 

diversidade genética das populações deste organismo na micro-bacia e 21 

arredores. Com o uso de locos de STR e de mtDNA, nós avaliamos a existência 22 

de tal estruturação genética. Os índices de diversidade moleculares, tanto 23 

nucleares como mitocondriais, encontrados na espécie condizem com o padrão 24 

geral de aranhas e não há qualquer evidência de eventos de redução ou aumento 25 

demográficos fortes na região. Apesar do baixo valor de diferenciação médio 26 

entre os pontos amostrais os resultados, em especial dos microssatélites, 27 

sugerem a existência de três populações na amostra. Os cinco pontos amostrais 28 

incluídos na micro-bacia do rio Maquiné constituem uma única população, 29 

enquanto os pontos amostrais da FLONA e de Pedras Brancas, de outras micro-30 

bacias, são populações independentes. Apesar da baixa taxa de dispersão 31 

observada a campo nos adultos, os indivíduos jovens apresentam todas as 32 

características necessárias para a realização de ballooning, comportamento de 33 

dispersão via aérea com o uso de fios de seda. Tal comportamento já foi utilizado 34 

para explicar homogeneizações genéticas em grande escala, mas também é 35 

possível que o ballooning seja praticado em vôos de pequenas distâncias e que 36 

vales de rios sejam utilizados como corredores de dispersão, assim 37 

homogeneizando as populações em escala fina também. 38 
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Introdução 39 

 40 

Paratrechalea galianoae Carico 2005 (Araneae, Trechaleidae) é uma 41 

aranha cursorial/solitária de hábito semi-aquático sendo encontrada associada à 42 

vegetação ripária, com distribuição no sul e sudeste do Brasil e norte da Argentina 43 

(Carico 2005, Silva et al. 2006). Junto com P. azul e P. ornata, apresenta um 44 

complexo comportamento de cortejo sexual, o qual inclui a construção e o 45 

oferecimento de presentes nupciais pelos machos às fêmeas (Costa-Schmitd et 46 

al. 2008), fato este pela primeira vez identificado em espécies neotropicais. O 47 

presente é composto por uma presa, usualmente um inseto, envolta em seda, e o 48 

seu real significado inter sexual ainda não foi bem esclarecido (Albo et al. 2009). 49 

Dentre as possíveis hipóteses para a explicação deste comportamento em 50 

aranhas estão as de que (I) o presente representa uma defesa/prevenção do 51 

macho a ataques das fêmeas, (II) um esforço do macho na cópula, (III) uma 52 

armadilha sensorial para facilitar a cópula, ou (IV) um investimento paternal na 53 

prole (Vahed 1998, Sakaluk 2000, Stålhandske 2001, Bilde et al. 2007). 54 

Ecologicamente, estas espécies de Paratrechalea divergem em dois importantes 55 

pontos (LCTS, observações de campo). O primeiro ponto é que os juvenis deste 56 

gênero são encontrados principalmente associados à vegetação ripária, enquanto 57 

os adultos são encontrados entre os seixos no rio, exceto em P. galianoae onde 58 

os adultos apresentam hábito semelhante aos juvenis, e continuam associados à 59 

vegetação. O segundo ponto é que enquanto os adultos de P. galianoae são 60 

encontrados somente em riachos de primeira ordem, os adultos de P. azul e P. 61 

ornata são encontrados em riachos e rios de maior porte. Esse requerimento 62 

quanto ao habitat parece estar relacionado à necessidade de uma maior 63 

cobertura vegetal e da sua conseqüente maior umidade relativa, menor incidência 64 

solar direta e/ou menor temperatura. 65 

Nos últimos anos, têm se utilizado cada vez mais marcadores moleculares 66 

para responder questões ecológicas e evolutivas devido ao alto conteúdo de 67 

informação presentes nesses e ao avanço das análises (Selkoe & Toonen 2006). 68 

Ferramentas moleculares têm sido amplamente utilizadas em estudos com 69 

aranhas. Estudos de filogenia foram conduzidos nas mais diversas famílias (Hedin 70 
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2001; Maddison & Hedin 2003; Arnedo et al. 2004; Bond 2004; Croucher et al. 71 

2004, Paquin & Hedin 2004) e nos mais diversos níveis taxonômicos. Por 72 

exemplo, Stockman & Bond (2007) estudaram as relações de um grupo de 73 

espécies-irmãs (gênero Promyrmekiaphila) da Califórnia, enquanto Spagna & 74 

Gillespie (2008) fizeram o mesmo no clado “RTA”, no qual estão incluídas cerca 75 

de 18.000 espécies de aranhas. Dentre os trabalhos intra-específicos, são muito 76 

comuns os trabalhos de filogeografia. Diferentes espécies de aranhas foram alvos 77 

de estudos tanto em sistemas insulares, por exemplo, nos arquipélagos do Havaí 78 

(Gillespie et al. 1994, Roderick & Gillespie 1998) e das ilhas Canárias (Bidegaray-79 

Batista et al. 2007), como em sistemas continentais, por exemplo, na China 80 

(Chang et al. 2007) e no sudeste asiático (Su et al. 2007). Quanto aos trabalhos 81 

com estrutura populacional em fina escala, até onde sabemos, só existe um artigo 82 

disponível na bibliografia atual. Vandergast et al. (2004) utilizaram três espécies 83 

de Tetragnatha e a fragmentação florestal ocasionada por um fluxo de lava para 84 

testar diferentes hipóteses relacionadas à estrutura genética destas populações. 85 

Com respeito ao tipo de marcador molecular utilizado, as mais diversas regiões 86 

gênicas ou intergênicas, mitocondriais ou nucleares, já foram seqüenciadas e 87 

utilizadas. Quanto ao emprego de marcadores codominantes, somente 88 

marcadores de alozimas têm sido empregados, e ao que nos consta este é o 89 

primeiro trabalho que emprega microssatélites (STR, short tandem repeat) em 90 

estudos de genética de populações de aranhas. 91 

A micro-bacia do rio Maquiné se situa na planície costeira do Rio Grande 92 

do Sul (RS) e compreende uma área de aproximadamente 550 km2 das encostas 93 

da Serra Geral. Devido o encontro de várias formações fitoecológicas, esta pode 94 

ser considerada uma área de tensão ecológica (Becker et al. 2004). Compõem 95 

esse mosaico a Mata Atlântica, a Mata de Araucária e os Campos de Cima da 96 

Serra, além de grande área de lavoura e pastagem. Dada essa característica da 97 

paisagem da micro-bacia do rio Maquiné, associada às exigências micro-98 

ambientais do organismo, as áreas de ocorrência das populações de P. galianoae 99 

são encontradas dispersas em fragmentos, ocasionando uma aparente 100 

estruturação geográfica/ecológica. Se essa premissa for verdadeira, é possível 101 
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que esta distribuição disjunta ocasione diferentes padrões de variabilidade 102 

genética entre pontos dentro da micro-bacia. 103 

Este trabalho tem como objetivo testar a existência de estruturação 104 

genética nas populações de P. galianoae na micro-bacia do rio Maquiné. Para 105 

isso, serão usados dados da seqüência de DNA mitocondrial (mtDNA) e locos 106 

nucleares de microssatélites para medir o nível da estruturação genética de modo 107 

a correlacionar estes a fragmentação do habitat. Este é o primeiro trabalho, que 108 

temos conhecimento, que aborda esse tipo de problema com aranhas 109 

neotropicais. 110 

 111 

Materiais e Métodos 112 

 113 

Área de Estudo e Amostragem 114 

 115 

Durante o ano de 2007 foram realizadas coletas de indivíduos de P. 116 

galianoae em cinco pontos amostrais dentro da micro-bacia do rio Maquiné, todos 117 

situados no município de Maquiné/RS (figura 1). Os pontos escolhidos foram; 118 

Cascata da Forqueta (CF, n°1, 29°31’59’’S 50°12’06’’O), Encantada (ENC, nº2, 119 

29°36’28’’S 50°12’14’’), Linha Pinheiro (LP, nº3, 29°40’08’’S 50°16’07’’O), Rio do 120 

Ouro (RO, nº4, 29°35’55’’S 50°18’19’’O) e Seu Sícino, arroio Pedra de Amolar 121 

(SS, nº5, 29°32’22’’S 50°15’08’’O).  Além destes pontos também foram coletados 122 

indivíduos em pontos ao redor da micro-bacia do rio Maquiné, nos municípios de 123 

São Francisco de Paula/RS, na FLONA (FL, nº6, 29°25’57”S 50°22’23’’O), e em 124 

Itati/RS, na localidade de Pedras Brancas (PB, nº7, 29°23’34’’S 50°02’24’’O). Os 125 

indivíduos foram identificados com o uso de um estereomicroscópio Nikon 126 

SMZ600 através da morfologia das genitálias feminina, o epígino, e masculina, os 127 

palpos. Após a confirmação da espécie, os indivíduos foram mantidos vivos até 128 

momentos antes da extração de DNA. 129 
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Extração de DNA e condições de amplificação para diferentes marcadores 130 

 131 

A extração de DNA dos tecidos foi realizada com o uso do protocolo de 132 

CTAB descrito por Mega & Revers (em preparação). A confirmação do sucesso 133 

da extração foi realizada por conferência em gel de agarose 1X. 134 

Para investigar a diversidade molecular de P. galianoae foram usados nove 135 

locos polimórficos de microssatélites; A1, B2, B4, C1, D2, D4, F1, F2 e H2; 136 

descritos por Silveira & Bonatto (2009). As condições de amplificação e 137 

genotipagem foram as mesmas usadas no referido trabalho, apenas variando o 138 

primer marcado com fluorescência para a realização de genotipagens múltiplas 139 

(multiplex). As fluorescências empregadas em cada loco são apresentadas na 140 

tabela 1. 141 

A diversidade genética mitocondrial foi estudada através do 142 

seqüenciamento de parte do gene Citocromo Oxidase C subunidade 1 (CO1) de 143 

91 indivíduos de P. galianoae. Inicialmente foram utilizados os primers C1-J-1718 144 

(Simon et al. 1994) e C1-N-2776 (Hedin & Maddison 2001), porém devido à 145 

problemas de amplificação e seqüenciamento este último foi substituído por um 146 

primer desenhado a partir de uma seqüência obtida de P. galianoae (5’-AAA GGA 147 

AAC CAG TAA GTA ATT CCA G-3’) (este estudo). As reações de PCR foram 148 

realizadas no termociclador MJ Research PTC-200, com volume total de 20 µl, 149 

composto por aproximadamente 30 ng de DNA, tampão de PCR 1X, 0,2 µM de 150 

cada primer, 0,2 µM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 1 U de Taq Platinum 151 

(Invitrogen®) e H2O Mili-q para o volume. As amplificações foram conferidas em 152 

gel de agarose 1X e estas foram consideradas bem sucedidas quando o produto 153 

se encontrava em uma concentração superior a 100 ng/µl. Os produtos foram 154 

purificados com acetato de amônio para posterior seqüenciamento no MegaBACE 155 

1000 DNA Sequencer (GE Healthcare®). A confirmação da qualidade da 156 

seqüência foi realizada manualmente no programa CHROMAS 2.0 (disponível em 157 

www.technelysium.com.au) e o alinhamento destas no programa BIOEDIT (Hall 158 

1999). Não foi detectada variação de tamanho nas seqüências obtidas. 159 
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Análises dos Microssatélites 160 

 161 

As análises sumárias como riqueza alélica (A), heterozigosidade esperada 162 

(He) e heterozigosidade observada (Ho) foram realizadas no programa GENEPOP 163 

3.2 (Raymond & Rousset 1995). Este programa também foi utilizado para estimar 164 

desvios do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) (1.000 batches com 10.000 165 

interações por batch) e testar se os diferentes pares de locos estavam em 166 

desequilíbrio de ligação gamética. Devido ao fato de que os testes de desvio do 167 

EHW envolvem um grande número de comparações para cada loco, nós 168 

ajustamos a probabilidade crítica de cada teste usando a correção de Bonferroni, 169 

visando manter o nível de significância de 0,05 (Pajustado=0,0071). O mesmo 170 

procedimento foi realizado para o teste de desequilíbrio de ligação gamética entre 171 

os pares de locos, onde para se manter o nível de significância de 0,05 foi usado 172 

um Pajustado igual a 0,00139. Alelos nulos, alelos que não são amplificados devido 173 

à ocorrência de mutações na região correspondente aos primers, têm sido 174 

evocado como um dos grandes problemas relacionados às análises envolvendo 175 

microssatélites (Shaw et al. 1999). Para evitarmos a utilização de locos com esse 176 

problema, nós estimamos a freqüência de alelos nulos e testamos a significância 177 

desta no programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). 178 

Diversas análises de estruturação populacional foram realizadas. A análise 179 

AMOVA (Excoffier et al 1992) possibilitou a inferência da variação genética entre 180 

os pontos amostrais. Também foram realizadas análises de estruturação par-a-181 

par entre os pontos amostrais (neste procedimento, realizou-se correção de 182 

Bonferroni, Pajustado=0,00238), e após essas, refinou-se a análise AMOVA, 183 

hierarquizando grupos de pontos amostrais mais semelhantes entre si (ou 184 

distintos dos demais). Todas essas análises foram realizadas com os índices FST 185 

(Weir & Cockerham 1984) e RST (Slatkin 1995), e implementadas no programa 186 

ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al. 2005). O uso de ambos índices de estruturação 187 

se deve ao fato de que, nem sempre os marcadores moleculares de 188 

microssatélites se comportam segundo o modelo de mutação passo-a-passo 189 

(stepwise mutation model) (Gaggiotti et al. 1999), e ainda existem controvérsias 190 

quando ao melhor método de análise de conjuntos de dados de microssatélites 191 
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(Pearse & Crandall 2004). Neste mesmo programa foram calculados índices 192 

relacionados a sinais de eventos demográficos diferenciais entre os pontos 193 

amostrais (Theta H e índice de Garza-Williamson). Análises bayesianas de 194 

agrupamento populacional foram realizadas nos programas STRUCTURE 195 

(Pritchard et al. 2000) e TESS (Chen et al. 2007). Segundo Chen et al (2007), a 196 

combinação das análises destes programas oferece uma conveniente maneira de 197 

detectar a estrutura populacional no espaço e localizar descontinuidades nas 198 

freqüências alélicas. No STRUCTURE foram analisados os agrupamentos K= 1-7, 199 

com 100.000 interações de aquecimento da cadeia (burn-in) e 200.000 interações 200 

na cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC), enquanto no TESS se testou K= 2-7 201 

(não é possível testar K= 1) com 10.000 interações de aquecimento da cadeia e 202 

50.000 interações na cadeia. Para a interpretação dos resultados do TESS, as 203 

30% melhores corridas para cada K foram analisadas no programa CLUMPP 204 

(Jakobsson & Rosenberg 2006), onde se calculou o índice H’. 205 

 206 

Análises Genéticas com CO1 207 

 208 

Os índices de polimorfismos das seqüências, como o número de sítios 209 

segregantes (S), o número de transições e transversões; e os testes de 210 

neutralidade das seqüências, D de Tajima (Tajima 1989) e Fs de Fu (Fu 1997), 211 

foram realizados no programa ARLEQUIN 3.11. O gráfico da distribuição dos 212 

mismatchs foi obtido no programa DNASP 4.50.2 (Rozas et al. 2003). A distância 213 

média entre as seqüências foi calculada no programa MEGA 4 (Tamura et al. 214 

2007) usando o modelo Kimura-2-parâmetros (Kimura 1980). 215 

Análises AMOVA e de FST par-a-par foram realizadas no programa 216 

ARLEQUIN 3.11, de maneira semelhante aquelas realizadas com os marcadores 217 

de microssatélites. Inicialmente, realizou-se uma análise AMOVA sem 218 

estruturação alguma, visando verificar o nível de variação genética entre os 219 

pontos amostrais. Em seguida, análises de FST par-a-par foram realizadas com o 220 

objetivo de identificar os pontos amostrais mais divergentes, objetivando refinar a 221 

análise de AMOVA, a qual foi novamente realizada com novos níveis 222 

hierárquicos. Estas análises foram realizadas tanto com base nas distâncias dos 223 
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haplótipos, sob o modelo de Kimura-2-parâmetros, como com base apenas nas 224 

freqüências haplotípicas (estatística F tradicional). No programa MEGA 4 foi 225 

estimada a árvore evolutiva usando o método de Neighoor-Joining (Saitou & Nei 226 

1987), segundo o modelo evolutivo de Kimura-2-parâmetros. A rede de 227 

haplótipos, calculada com o algoritmo de Median-Joining (Bandelt et al. 1999), 228 

referente ao gene CO1 de P. galianoae foi calculada no programa NETWORK 229 

4.5.1.0 (disponível em www.fluxus-technology.com/). 230 

 231 

Resultados 232 

 233 

 Microssatélites e a Variação Genética Intra e Inter-populacional 234 

 235 

 Dos 144 indivíduos estudadas inicialmente, 141 foram utilizados nas 236 

análises a seguir. A exclusão dos demais indivíduos se deve ao fato de possuírem 237 

mais de 50% de dados faltantes. A riqueza alélica dos locos de microssatélites 238 

variou entre seis e dezoito alelos, com uma média de 10,33 alelos por loco. O 239 

número total de alelos foi 93, sendo que destes 26 eram exclusivos a alguma 240 

população. As heterozigosidades esperadas (He) e observadas (Ho) variaram 241 

entre 0,654-0,853 e 0,29-0,734, com médias de 0,727 e 0,580, respectivamente. 242 

(tabela 1). O ponto amostral da localidade de Pedras Brancas apresentou as 243 

menores He e Ho médias, respectivamente 0,646 e 0,535, enquanto as maiores 244 

médias foram encontradas na localidade da FLONA, sendo He média de 0,754 e 245 

Ho média de 0,641 (tabela 2). Dos nove locos, dois (A1 e F2) tiveram o EHW 246 

rejeitado em mais da metade das populações e o programa MICRO-CHECKER 247 

revelou probabilidade significante de presença de alelos nulos, e por esta razão 248 

estes locos foram retirados das análises posteriores. Nos outros locos, não foram 249 

encontrados padrões de desvio do EHW ou presença de alelos nulos que 250 

justificassem essa exclusão. Nenhuma combinação de pares de locos apresentou 251 

evidências de desequilíbrio de ligação gamético. O índice G-W médio dos pontos 252 

amostrais variou entre 0,756 (Seu Sícino) e 0,892 (Rio do Ouro) e o Theta H 253 

variou entre 1,57 (Pedras Brancas) e 2,08 (FLONA) (tabela 2). 254 
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As análises AMOVA baseadas em RST e FST indicaram que a variação 255 

entre pontos amostrais corresponde a 4,37% e 2,48%, respectivamente 256 

(P<0,001). A divergência populacional, medida com comparações par-a-par 257 

(tabela 3) de FST
, foi significativa quando os pontos amostrais da FLONA e de 258 

Pedras Brancas estavam envolvidas nas comparações (oito comparações das 21 259 

possíveis), mas com valores baixos (FST<0,1). Os resultados obtidos com o uso 260 

do RST, apesar de apresentarem valores relativamente maiores, tiveram menos 261 

comparações estatisticamente significativas, apenas quatro e todas relacionadas 262 

ao ponto amostral da localidade de Pedras Brancas. A análise de AMOVA 263 

estruturada em três grupos; sendo as amostras da FLONA e de Pedras Brancas 264 

um grupo cada uma e as demais amostras o terceiro grupo; seguiram um padrão 265 

semelhante, onde os maiores percentuais de variação foram encontrados quando 266 

se utilizou o modelo de RST. A porcentagem da variação presente entre os grupos 267 

hierárquicos foi de 7,31% usando o modelo RST, e de 4,65% usando FST, ambos 268 

com P<0,05. 269 

As análises de agrupamento realizadas no programa STRUCTURE 270 

indicaram que o número de grupos mais provável para o conjunto amostral é dois. 271 

Entretanto, o coeficiente de associação populacional (membership) dos indivíduos 272 

tende a ser dividido entre as duas populações, isto é, a maioria dos indivíduos foi 273 

alocada ao redor de 50% em cada população, e não houve correspondência 274 

geográfica entre os indivíduos de um mesmo ponto amostral e as populações 275 

definidas pelo programa (figura 2). Os resultados do TESS, posteriormente 276 

analisados no CLUMPP, também indicaram uma alta probabilidade de K=2 277 

(H’=0,9918), sendo o segundo H’ mais alto igual a 0,9197, referente à K=3. 278 

Porém, é importante notar que o programa TESS não realiza busca para K=1. 279 

Este alto índice H’ para K=2, e a grande diferença dele para os demais pode ser 280 

um indicativo de que o K mais baixo seja o verdadeiro. Além disto, mesmo para 281 

K=2, o mesmo padrão observado no STRUCTURE pode ser encontrado no 282 

TESS. O coeficiente de associação populacional para os indivíduos também 283 

tendeu a 50% para cada população inferida. Por fim, não há correspondência 284 

geográfica entre os indivíduos inferidos como de uma mesma população. Assim, 285 

acreditamos que K=1 seja a melhor escolha dentre as possíveis. 286 
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 287 

 CO1 - Análises de Polimorfismo e Estruturação 288 

 289 

 Foram obtidos 25 haplótipos a partir de 91 seqüências de P. galianoae. 290 

Dos 428 pares de base (pb) obtidos, trinta e três eram polimórficos, sendo o 291 

número médio de nucleotídeos diferentes entre seqüências (k) de 8,838. A 292 

seqüência é composta por 68,68% de A-T e entre as mutações, 24 eram 293 

transições e 14 eram transversões, e nenhum indel foi encontrado. Para a espécie 294 

como um todo o índice de diversidade nucleotídica (π) estimada foi de 0,02054. 295 

Índices de diversidade por população são apresentados na tabela 4. Os testes de 296 

neutralidade não indicaram qualquer sinal de que as seqüências tenham evoluído 297 

sobre pressões seletivas, o D de Tajima foi igual a 1,12146 (P=0,895) e o Fs de 298 

Fu foi -1,18509 (P=0.387). Dentre os 428 pb, três sítios apresentaram dados 299 

faltantes e foram excluídos das análises seguintes. O θ calculado foi igual a 300 

0,02047. 301 

 Tanto a árvore de NJ (não apresentada) como a rede de haplótipos (figura 302 

2) não apresentaram sinal de estruturação ou clados com correspondência 303 

geográfica bem definidos. A rede de haplótipos apresentou um padrão 304 

interessante, com os haplótipos mais comuns bastante divergentes, localizados 305 

em posição mais terminal, e compartilhados entre muitos pontos amostrais. Os 306 

haplótipos privados de modo geral tinham freqüências muito baixa. O gráfico de 307 

distribuição dos mismatch da seqüência foi multimodal, ou seja, não apresentou 308 

sinais de expansão populacional recente. 309 

 As porcentagens de variação obtidas a partir das AMOVA globais foram de 310 

14,21% quando se levou em conta a distância entre as seqüências, e 12,39% 311 

quando se levou em conta somente as freqüências haplotípicas (ambas P<0,001). 312 

Seis comparações de FST par-a-par foram significativas estatisticamente com o 313 

uso de ambos os métodos (tabela 5). Apesar de ocorrer alguma variação nas 314 

comparações que foram significativas entre os métodos, chama atenção que as 315 

populações da FLONA e de Linha Pinheiro estiveram envolvidas na grande 316 

maioria destas comparações significativas (onze de doze), mas não diferiram 317 

entre si. Ao se realizar a AMOVA hierárquica agrupando-se essas populações 318 
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num mesmo grupo os percentuais de variação entre os grupos foram de 9,66% e 319 

12,06%, métodos de distância e de freqüência respectivamente, porém estes 320 

valores não foram significativos. Outros agrupamentos também foram testados, 321 

mas não são apresentados, pois apresentaram baixos percentuais de variação 322 

e/ou não foram significantes estatisticamente. 323 

 324 

 Discussão 325 

 326 

Diversidade molecular 327 

 328 

A seqüência mitocondrial CO1 foi predominantemente composta por A-T 329 

(68,68%). Este padrão na composição de seqüências mitocondriais em aranhas já 330 

fora descrito anteriormente em outras espécies, como por exemplo, Tetragnatha 331 

spp. (Gillespie et al 1994), Dysdera lancerotensis (Bidegaray-Batista et al. 2007), 332 

Pardosa astrigera (Chang et al. 2007), Nephila pilipes (Su et al. 2007) e várias 333 

espécies da sub-família Dentryohantinae (Salticidae) (Hedin & Maddison 2001). A 334 

distância média entre as seqüências de CO1 em P. galianoae é superior aquela 335 

encontrada em espécies do gênero Tetragnatha (Vandergast et al. 2004) em área 336 

semelhante à estudada aqui. Enquanto em P. galianoae, a distância média entre 337 

os pares de seqüências foi de 2,1%, em T. anuenue, T. brevignatha e T. 338 

quasimodo foi de 1,0%, 0,8% e 1,5% respectivamente. Esta diferença pode estar 339 

relacionada ao fato de que as populações de Tetragnatha utilizadas no referido 340 

estudo haviam sofrido um bottleneck recente, enquanto as populações de P. 341 

galianoae do nosso estudo não apresentam sinal algum de drástica diminuição 342 

populacional (ver adiante). Ainda, a distância média de 2,1% está dentro dos 343 

intervalos comumente descritos para variação molecular mitocondrial em aranhas; 344 

por exemplo, 0,1-12,6% em Aptosticus simus (Bond et al. 2001) e 0.1-14.3% no 345 

complexo Promyrmekiaphila (Stockman & Bond 2007). 346 

Nosso estudo revelou altos níveis de variabilidade genética nos locos 347 

microssatélites de P. galianoae, pouco maiores aos encontrados por Ji et al 348 

(2004) e Rütten et al (2001) para outras espécies de aranhas. A riqueza alélica 349 

encontrada por Bilde et al (2009) para Stegodyphus lineatus foi 350 
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consideravelmente menor, porém pode ser explicado pelo fato de que esta 351 

espécie apresenta hábito sub-social, e possivelmente a taxa de endocruzamento 352 

seja muito alta. 353 

 354 

Análises de Estruturação Populacional 355 

 356 

Nossos dados mostram claramente que a aparente estruturação ecológica 357 

existente entre os adultos de P. galianoae não apresenta correspondência 358 

genética dentro da micro-bacia do rio Maquiné. As análises de AMOVA global 359 

apresentaram índices de estruturação significativos com ambos marcadores, 360 

entretanto os valores atingidos com o uso de marcadores de STR (FST=0,02 e 361 

RST=0,04) são consideravelmente menores àquele obtido a partir da seqüência 362 

CO1 (FST=0,14). A discrepância na magnitude de tal variação entre os 363 

marcadores (até 7X) pode ser explicada por vários fatores, como por exemplo, o 364 

Ne quatro vezes menor do mtDNA em relação aos loci autossômicos, o que 365 

geralmente implica um uma maior estruturação geográfica (Avise 2000). Outro 366 

possível fator envolvido nesta diferença é a existência de fluxo gênico diferencial 367 

entre os sexos, pois em espécies onde machos dispersem mais que fêmeas 368 

podem apresentar haplótipos de mtDNA vinculados historicamente à certas 369 

regiões geográficas. Finalmente, alguns autores sugerem que a taxa de mutação 370 

dos locos de STR, substancialmente maior do que a taxa do mtDNA, pode 371 

resultar em homoplasias no tamanhos dos alelos, levando a dificuldades na 372 

obtenção de estimativas acuradas de diferenciação populacional (revisão em 373 

Zakharov e Hellmann 2007). 374 

Apesar da variação genética encontrada entre os pontos amostrais, é 375 

possível descartar a estruturação dentro da micro-bacia do rio Maquiné devido 376 

aos resultados encontrados nas comparações par-a-par. Com o uso de 377 

marcadores de microssatélites as populações que apresentaram diferenças 378 

significativas foram exatamente aquelas situadas fora da micro-bacia, os pontos 379 

amostrais da FLONA e de Pedras Brancas. Interessantemente, as populações da 380 

FLONA e de Pedras Brancas foram as populações com maior e menor riqueza 381 

alélica, respectivamente. A análise de AMOVA estruturada realizada 382 
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posteriormente confirma a diferenciação entre estes e os pontos amostrais dentro 383 

da micro-bacia, uma vez que a porcentagem de variação entre os grupos acabou 384 

aumentando. Ou seja, os pontos amostrais dentro da micro-bacia constituem uma 385 

única população enquanto cada ponto amostral fora desta representam outras 386 

populações. Assim, é possível concluir que as micro-bacias funcionam como 387 

“unidades geográficas” para a definição de populações. 388 

Quanto à população da FLONA, além do alto índice de diversidade alélica, 389 

ocorrem muitos alelos únicos. Dos 19 alelos únicos encontrados na amostra, 390 

cinco eram oriundos deste ponto amostral, o que contribui para a sua 391 

diferenciação (este número de alelos únicos difere do anteriormente apresentado, 392 

pois foi realizada a exclusão de dois locos, ver resultados). Ainda cabe trazer a 393 

esta discussão os resultados referentes às comparações de FST par-a-par com o 394 

marcador mitocondrial (CO1). Novamente, a população da FLONA foi responsável 395 

por grande parte (quase a metade) das comparações estatisticamente 396 

significativas. Curiosamente, a população da FLONA apresentou somente dois 397 

haplótipos. Um deles é o haplótipo mais freqüente e compartilhado entre as 398 

populações, enquanto o outro vem a ser o mais divergente e talvez aquele com 399 

estruturação geográfica mais clara. Este segundo é compartilhado entre a 400 

população da FLONA e os pontos amostrais dentro da micro-bacia mais próximos 401 

a esta (Seu Sícinio, Rio do Ouro e Linha Pinheiro, em ordem crescente). O ponto 402 

amostral de Linha Pinheiro também apresentou algumas comparações 403 

estatisticamente significativas na análise de FST par-a-par com o marcador CO1, 404 

embora não seja claro o porquê dessa diferenciação. Já a população de Pedras 405 

Brancas teve quatro alelos únicos de microssatélites e apresentou altos índices 406 

de estruturação nas comparações par-a-par.  407 

Infelizmente, os estudos de estruturação genética em aranhas são raros ao 408 

nível populacional, sendo mais numerosos ao nível filogeográfico mais amplo e 409 

com marcadores mitocondriais. Entre os estudos recentes realizados na área, é 410 

ponto comum que a história de vida das espécies é o fator predominante no nível 411 

de estruturação das aranhas. São inúmeros os exemplos com espécies com 412 

pouca dispersão e altos índices de estruturação. A espécie sub-social Diaea 413 

ergandros, estudada por Evans & Goodisman (2002), apresentou altos índices de 414 
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endocruzamento (como esperado) e de estruturação entre as localidades (cerca 415 

de vinte quilômetros entre elas), apesar de que nesta espécie os ninhos não 416 

sejam formados exclusivamente por indivíduos relacionados. Espécies de 417 

mygalomorphas da Califórnia, EUA, são alvos de estudos há muitos anos (por 418 

exemplo, Ramirez & Froehlig 1997, Bond et al. 2001, 2006, Hedin & Wood 2002, 419 

Ramirez & Chi 2004, Starrett & Hedin, 2007), e em muitos destes a conclusão é 420 

semelhante. Devido à pequena capacidade de dispersão destes organismos, 421 

mesmo quando jovens, o nível de estruturação costuma ser alto entre as 422 

populações e muitos destes trabalhos indicam a existência de espécies crípticas, 423 

tamanha a divergência genética entre as populações. Um exemplo muito claro da 424 

importância da história de vida na estrutura genética pode ser encontrada em 425 

Vandergast et al (2004), que trabalhando com diferentes espécies de Tetragnatha 426 

demonstrou a resposta diferencial destas a um mesmo evento de fragmentação 427 

recente. Mesmo com baixos índices de diversidade genética (entre 0,8% e 1,5% 428 

de divergência entre seqüências) foi possível demonstrar que nas espécies mais 429 

restritas ecologicamente (no caso, T. anuenue) existe uma maior estruturação 430 

genética. Por outro lado, recente estudo de Su et al (2007) com Nephila pilipes 431 

testou a influência das mudanças climáticas do quaternário na estruturação 432 

genética desta espécie encontrada no sudeste asiático e, apesar da escala 433 

continental do estudo e da descontinuidade do hábitat, os autores não 434 

encontraram nenhum forte sinal de estruturação genética. Nesta espécie, apesar 435 

do grande tamanho corporal e do hábito sedentário dos adultos, que vivem 436 

associados a teias, acredita-se que os juvenis sejam capazes de dispersar pelo 437 

ar, por meio de ballooning, pois apresentam todas as características necessárias 438 

para esse comportamento (Foelix, 1996). Essa possível capacidade dispersora da 439 

espécie, associada à dinâmica das monções na região, seria a força responsável 440 

pela homogeneização genética de diferentes populações desta espécie. 441 

Interessantemente, o padrão filogeográfico desta espécie é semelhante ao do 442 

presente estudo, tal como a diferenciação média entre as seqüências que foi de 443 

1,6% é similar ao 2,1% de P. galianoae. 444 

Apesar dos adultos de P. galianoae apresentarem um tamanho corporal 445 

que impossibilitaria a prática de ballooning (segundo Schneider et al [2001] “a 446 
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probabilidade de tal comportamento como uma função do tamanho corporal das 447 

aranhas rapidamente se aproxima de zero quando a massa corporal excede um 448 

mg”), os juvenis da espécie apresentam as principais características que 449 

possibilitam a realização de ballooning. Os indivíduos dos primeiros ínstares são 450 

muito pequenos e poderiam facilmente dispersar via aérea. Além disso, durante 451 

os primeiros estágios de desenvolvimento as aranhas são capazes de viver com 452 

as reservas do corpo e não precisam forragear por um longo período (Foelix 453 

1996). Uma vez que as principais restrições ao hábito são superadas é possível 454 

hipotetizar que P. galianoae apresente tal comportamento, apesar de ainda não 455 

ter sido observado. Essa possibilidade vem ao encontro de constatações de 456 

outros trabalhos e com os resultados apresentados neste. Dispersão via aérea é 457 

uma estratégia chave na história de vida de muitas espécies de aranhas, por 458 

exemplo, espécies pioneiras ou com habitat fragmentado (Wolley et al. 2007). 459 

Além disso, assume-se de forma usual que a dispersão por ballooning é realizada 460 

em poucos e longos vôos, entretanto tem sido proposto que de fato ocorrem 461 

vários e curtos vôos (revisão em Thorbek et al. 2002), e este fato poderia 462 

influenciar na estrutura genética das populações em uma escala geográfica 463 

pequena. Finalmente, outro traço relacionado ao comportamento de ballooning 464 

que pode influenciar a miscigenação dos pontos amostrais da micro-bacia do rio 465 

Maquiné é que os vales de rios têm sido identificados como corredores de 466 

dispersão por ballooning (revisão em Walter et al. 2005). 467 
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Tabela 3 Comparações par-a-par dos valores de estruturação com 
microssatélites. Valores de FST acima da diagonal e valores de RST abaixo da 
diagonal.  

  PB FL LP CF ENC RO SS 
PB   9,6% 5,4% 8,3% 5,5% 4,1% 3,4% 
FL 14,3%   2,6% 3,2% 4,7% 1,7% 6,2% 
LP 13,4% 3,0%   -1,1% -0,1% 0,0% 2,6% 
CF 18,5% 4,6% 2,6%   -0,1% -0,8% 0,7% 

ENC 9,1% 5,4% 1,4% -0,5%   0,5% 2,1% 
RO 7,7% 1,2% 0,8% 0,3% -1,9%   0,0% 
SS 8,9% 8,6% 5,0% 0,6% -0,4% -0,5%   

Em negrito as comparações com P<0.00238. 
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Tabela 5 Comparações par-a-par dos valores de FST com os dados de CO1. 
Acima da diagonal, valores obtidos a partir das freqüências dos haplótipos e 
abaixo da diagonal, valores obtidos a partir da distância entre os haplótipos. 

  PB FL LP CF ENC RO SS 
PB   28.2% 25.9% 2.2% 2.0% 4.5% 7.2% 
FL 30.3%   13.0% 21.9% 17.8% 6.8% 18.3% 
LP 22.3% 15.9%   22.2% 10.1% 16.5% 31.1% 
CF 3.8% 34.5% 24.1%   3.8% 3.6% 9.3% 

ENC 0.1% 25.3% 9.3% -0.4%   2.8% 12.9% 
RO 9.6% 0.4% 7.9% 12.5% 5.4%   1.0% 
SS 7.3% 13.3% 26.1% 19.2% 14.8% 2.3%   

Em negrito as comparações com P<0.00238. 
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Figura 1 Mapa da localização dos pontos amostrais na micro-bacia do rio Maquiné e 
arredores, conforme descrito no Material e Métodos.  
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Figura 2 Coeficiente de associação populacional dos indivíduos de P. galianoae 
amostrados calculado pelo programa STRUCTURE. 
 

CF ENC FL LP PB RO SS 
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Figura 3 Rede de haplótipos do gene CO1 para 91 indivíduos de P.galianoe. O tamanho 
dos círculos indica a freqüência dos haplótipos, as setas indicam indivíduos da população 
de Pedras Brancas e os asteriscos indicam indivíduos da população da FLONA, 
populações que não pertencem à micro-bacia do rio Maquiné. 
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 Conclusão 
 
 Esse estudo contribui para o entendimento dos processos evolutivos e 

ecológicos que ocorreram e ocorrem com os indivíduos de P. galianoae e, como 

sempre em ciência, produz mais perguntas do que respostas. 

 O desenvolvimento de locos de microssatélites específicos para a espécie 

representa um grande salto no poder de exploração da diversidade molecular. 

Como já dito, este tipo de marcador possibilita a realização de uma série de 

análises ecológicas e evolutivas, e até hoje tem sido subutilizado em estudos com 

aranhas. Estes locos de STR desenvolvidos para P. galianoae ainda podem ser 

testados em outras espécies do gênero e da família, e se validados, colaborar na 

elaboração de estudos referentes às relações filogenéticas do grupo e possibilitar 

comparações diretas entre diferentes espécies em estudos ecológicos, 

populacionais e/ou filogeográficos. 

 Com respeito ao desenho amostral, a combinação do uso de pontos 

amostrais da micro-bacia do rio Maquiné, com pontos amostrais das micro-bacias 

adjacentes se mostrou um sucesso, dado o fato de que estas amostras “externas” 

ajudaram a elucidar os eventos ocorrentes nas populações foco do estudo. A 

identificação dos limites geográficos de uma população (uma micro-bacia), só foi 

possível a partir da verificação de que os pontos fora destes limites não faziam 

parte da mesma população. O emprego dos dois tipos de marcadores 

moleculares, STR e mtDNA, junto com as suas subseqüentes análises, deixou 

muito claro o padrão de estruturação das populações em questão. 

 Agora, nos cabe também levantar uma série de questões que não foram 

abordadas aqui. A identificação da existência de mais de uma população na 

região possibilita a formulação de hipóteses com respeito ao fluxo gênico, por 

exemplo. Programas computacionais possibilitam testar a existência e intensidade 

de fluxo gênico de forma assimétrica. Podemos também nos questionar como 

esse fluxo gênico ocorre. É interessante testar se as migrações ocorrem 

prioritariamente através dos rios de forma passiva ou em linhas aproximadamente 

retas, como é de se esperar em dispersão por balonismo (ballooning). Do mesmo 

modo, é importante testar se a cadeia de montanhas da região exerce algum tipo 

de barreira.  
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 Aspectos relacionados à história demográfica desta população também 

devem ser abordados. O tamanho da população da micro-bacia do rio Maquiné 

continua uma incógnita para nós. Além disto, existem muitos indicativos de que 

esta população se mantém com um tamanho relativamente grande e estável por 

muito tempo (índices de neutralidade, distribuição dos mismatchs, a rede de 

haplótipos, etc). Essa suposição pode ser melhor avaliada com o emprego de 

simulações que avaliem diferentes cenários históricos para a população da micro-

bacia do rio Maquiné. Por exemplo, o padrão da rede de haplótipos (grande 

variação e compartilhamento) permanece inexplicado e pode ser utilizado para a 

formulação de diferentes cenários demográficos. 

 Esse trabalho, apesar das inúmeras questões que permaneceram em 

aberto, atingiu os seus principais objetivos. O uso de marcadores de 

microssatélite para as análises populacionais, segundo nosso conhecimento, foi 

realizado pela primeira vez para aranhas neste trabalho. Além disso, os trabalhos 

de genética de populações em aranhas neotropicais estão ainda começando a ser 

realizados. Assim, mais do que os seus resultados diretos, o nosso trabalho 

colabora para os estudos futuros com o seu pioneirismo na área.
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