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INTRODUCAO:

Os Neotropicos constituem uma regido rica em biodiversidade e que é alvo de
diferentes estudos na area das ciéncias biologicas. Dentro da por¢&o brasileira dos netrépicos
temos diversos biomas. Para os fins desta introdugcdo cabe focar apenas na Floresta
Amazobnica (AM), Floresta Atlantica (FA) e no enclave savanico entre ambas as florestas
Umidas: a Diagonal Seca Brasileira (DSB) (CARVALHO, et al. 2010).

O Cerrado ocorre majoritariamente sobre o Planalto Central Brasileiro, entre 500 e
1200 metros de altitude e tem o solo lixiviado, &cido e pobre em nutrientes. A vegetacao é
caracterizada pela resisténcia ao fogo, advindo dos incéndios naturais sazonais; as arvores
sdo geralmente baixas, com troncos retorcidos e cobertos por espesso suber; o estrato
herbaceo é descontinuo sobre o solo, em tufos; dificilmente sdo encontradas no Cerrado
plantas providas de espinhos e as suas arvores ndo costumam perder as folhas nas estacdes
mais secas (ROMARIZ et al. 1996). J4 a Caatinga é considerada uma floresta estacional;
possui indice pluviométrico mais baixo que o Cerrado, ocorre em areas sem lencol freético
(ou muito profundo) e em altitudes mais baixas; as arvores sdo baixas, frequentemente
cobertas por espinhos e perdem as folhas nos periodos secos, formando uma serrapilheira
de lenta decomposicao; ocorrem cacticeas de grande porte (ROMARIZ et al. 1996). Tanto o
Cerrado como a Caatinga séo formacgdes tropicais com altas temperaturas o ano todo, solos
guentes e com baixa umidade (CARVALHO, et al. 2010).

A DSB forma hoje um corredor diagonal e seco entre AM e FA. Nesse corredor
observamos o dominio fitogeografico Cerrado e a floresta sazonalmente seca Caatinga. A
formacdo da DSB é recente no tempo biogeografico: ao longo do Pale6geno as florestas
Amazonica e Atlantica formavam uma Unica regiéo florestal. Com o soerguimento dos Andes
no inicio do Nedgeno o clima tornou-se mais seco; ao longo do Mioceno a concentracdo de
CO2 atmosférico sofreu redugdo drastica, o que prejudicou florestas de grande biomassa,



favorecendo as savanas, como Cerrado, Chaco e Caatinga; somente no inicio do Pleistoceno,
h& 2Maa Diagonal Seca Brasileira foi totalmente formada, separando por completo a Floresta
Amazoénica da Mata Atlantica. Apos sua formacéo, as glacia¢des do Pleistoceno provocaram
ciclos de distenséo e encolhimento da DSB, pois h& evidéncias de que as florestas tropicais
Umidas se contraem durante periodos glaciais e se distendem nos periodos interglaciais
(SOBRAL-SOUZA, et al. 2017) mudando de conformacéo espacial a cada ciclo climatico.

Em virtude de sua origem biogeogréfica, a DSB abriga linhagens com diferentes
histérias evolutivas relacionadas a estes eventos paleocliméaticos. Por exemplo, muitas
linhagens tém sua origem em florestas Umidas tropicais, porém hoje residem na DSB, o que
gera perguntas como: “Qual processo evolutivo teria possibilitado a adaptagdo ao novo
ambiente quente e seco?” que é, de certa forma, uma pergunta guia para 0 presente projeto
e de todos os outros desenvolvidos no mesmo laboratério. Willians et al. (2017) Analisou duas
espécies de aves Antilophia, uma endémica do Cerrado e outra restrita a enclaves de
florestas na Caatinga, por meio do sequenciamento de trés regides mitocondriais e trés
nucleares. Através de andlises estocasticas entre as sequéncias das populagbes o0s
resultados mostraram clara diferenca genética entre as espécies porém um alto grau de
compartilhamento de haplétipos, indicando uma divergéncia recente e que foi datada pelos
pesquisadores, coincidindo com o periodo de mudangas na DSB no Pleistoceno (WILLIANS
et al. 2017).

O grupo Araneae ja foi investigado em projetos que sondam as diferentes relacdes e
historias evolutivas relacionadas a DSB. Em Nephila clavipes foram encontradas quatro
linhagens no Brasil que divergiram no Pleistoceno, sendo uma exclusiva da AM, outra
exclusiva da FA e as outras duas associadas a DSB mas que também se estendem em
florestas Umidas adentro, mostrando que o0s biomas brasileiros ndo sédo unidades
biogeogréaficas independentes (BARTOLETI et al. 2020). Em Sicarius cariri, endémica da
Caatinga, foram encontradas linhagens com histdrias evolutivas distintas e divergéncia das
linhagens foram datadas no Terciario (MAGALHAES et al. 2014). Essas investigacdes
mostram, dentre outras, que a influéncia das dindmicas da DSB é diferente em cada tdxon
de aranha e que o estudo de genes nucleares e mitocondriais fornecem resultados relevantes.

O género Dolichothele (Araneae, Mygalomorphae) possui nove espécies distribuidas
entre Floresta Amazodnica, Mata Atlantica e DSB. A espécie D. exilis, modelo do presente
projeto, tem uma ampla distribuicdo na Caatinga, ocorrendo também no Cerrado e na Floresta
Atlantica (GUADANUCCI et al. 2003). Trata-se de uma aranha “caranguejeira” com habitos
de toca, sendo que apenas 0s machos sdo errantes. Além disso, as populacdes estdo
localizadas em diferentes fitofisionomias e ao longo de um grande gradiente latitudinal, o que
pode acarretar diferengas genéticas entre as populacdes.

Os objetivos do estudo foram: realizar revisdo bibliografica, coletas e processos
laboratorias para a obtencdo de dados a serem utilizados em estudos de biogeografia de
aranhas no Brasil, com foca nas rela¢des evolutivas que envolvem a DSB.

METODOLOGIA:

e COLETAS



As coletas no Ceara foram realizadas na RPPN Monte Alegre, localizada na APA da
Serra de Aratanha, uma unidade de conservacdo de mais de 7.000 ha (2) de “Caatinga alta”,
ou Zona da Mata (Figura 1). Nessa viagem de campo todas as coletas ocorreram em uma
propriedade que inclui uma serra e a porcéo de terra P T AL, 2
plana adjacente. Foram realizadas coletas durante as
manhas, de 12/2020 a 01/2021 junto a um auxiliar de
campo..

As aranhas de interesse apresentam habitos
de toca, construindo pequenas teias, geralmente,
embaixo de objetos como troncos e rochas; portanto,
esses locais foram os mais buscados durante as
coletas. Uma vez encontrada, as aranhas
normalmente ficam paradas, o que facilita sua captura.
Um pote proporcional ao tamanho do individuo era
entdo posicionado a frente deste, que era coagido com
uma pinga a adentrar o recipiente. Cada pote foi
etiquetado na hora, junto a anotacbes de
caracteristicas, local, data e observagbes. Apés a
captura as aranhas eram transportadas até o local de
hospedagem; dentro de cada recipiente foi colocada
uma gaze, que deveria ser umedecida todos os dias

o ! Figura 1 - Vegetagdo e corrego em ujas pedras
com uma meédia de 10 gotas de agua. As aranhas foram encontradas aranhas, Serra de Aratanha -

foram alimentadas com formigas, larvas de besouros ¢
e besouros adultos.

e LABORATORIO

A extracdo de DNA foi realizada a partir de tecidos da perna 2 de cada individuo,
utilizando o kit de extracdo GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep (Merck), seguindo
as orientacoes do fabricante.

Reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram feitas para a amplificacdo da regido
COI do DNA mitocondrial. O volume total da reacao para cada individuo foi de 25ul, sendo
16,5 pl de &gua ultrapura, 2,5 yl de Tampao 10X, 2,5ul de 25mM MgCI?, 0,5 ul de 10mM de
Mix dNTP, 0.2 ul (5U) de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), 0,4 pl de cada primer (LCO e
HCO) (Folmer et al. 1994) e 2yl do produto de extracdo. A reacdo foi realizada em
termociclador nas condigfes: 2 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de: 30 seg a 95°C, 30 seg
a50°C e 1 min a 72°C, com extenséo final de 10 min a 72°C. A amplificacéo foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 1%.

Para o sequenciamento foram utilizados os produtos das reacdes de PCR
amplificados, ap0s purificacdo com a utilizacdo de ExoSAP-IT (Affymetrix) e padronizacao da
concentragdo para 50 ng/uL. As amostras foram enviadas para a empresa Macrogen Inc
services para sequenciamento em sequenciador automatico ABI 3500XL (Life Technologies).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados 21 espécimes pertencentes a subordem Mygalomorphae, sendo 19
da familia Theraphosidae (subfamilias Theraphosinae, Ischnocholinae e Aviculariinae) e um
da familia Barychelidae. Dentre as aranhas da familia Theraphosidae, nove foram
identificadas como Dolichothele cf. exilis, espécie-alvo do presente trabalho (Tabela 1). A
confirmacao da identificac@o da espécie sera realizada utilizando o sequenciamento realizado
no presente estudo bem como pelo envio dos espécimes preservados em alcool para o
taxonomista especialista no género.

Informacdes sobre os individuos analisados

Espécie nglael tge Dcfztlae t(;e eg:);g?ongg QSSA P(r:(?dnuctinéf?coR eietrsci‘lct)?s:e
(ng/uL) (ng/uL)

Dolichothele cf. exilis Pacatuba/CE 22/12/20 15,062 464,87 Amplificado
Dolichothele cf. exilis Pacatuba/CE 24/12/20 25,745 - Nao amplificado
Dolichothele cf. exilis Pacatuba/CE 01/01/21 29,113 484,769 Amplificado
Dolichothele cf. exilis Pacatuba/CE 01/01/21 19,207 - Nao amplificado
Dolichothele cf. exilis Pacatuba/CE 03/01/21 17,098 385,09 Amplificado
Dolichothele cf. exilis Pacatuba/CE 03/01/21 19,723 478,544 Amplificado
Dolichothele cf. exilis Pacatuba/CE 04/01/21 31,701 478,144 Amplificado
Dolichothele cf. exilis Pacatuba/CE 04/01/21 22,327 - Nao amplificado
Dolichothele cf. exilis Pacatuba/CE 04/01/21 20,17 - Nao amplificado

O local de coleta esta localizado no extremo norte da distribuicdo da espécie
(GUADANUCCI et al. 2011), sendo um sitio importante para a realizacao de trabalhos sobre
sua diversidade e estruturagdo genética populacional. Além disso, a RPPN Monte Alegre esta
localizada na Zona da Mata, que possui fitofisionomia distinta das encontradas na Caatinga,
bioma em que D. exilis estd amplamente distribuida. A coleta foi feita durante os meses mais
chuvosos, o que pode ter dificultado o trabalho de encontrar os individuos pois estes saem
de suas tocas, que sao passiveis de alagamentos. Porém foi possivel identificar diferencas
nos locais de coleta, sendo todos espécimes de D. cf. exilis encontrados embaixo de rochas
com presenca de teia, enquanto as demais foram encontradas embaixo ou no interior de
troncos em decomposicdo ou em palhas de bananeiras no interior da mata.

Todas as aranhas identificadas como Dolichothele cf. exilis foram processadas no
laborat6rio para a obtencdo de sequéncias de DNA da regido mitocondrial COIl. A
amplificacdo do COI ocorreu em cinco das nove aranhas analisadas (Tabela 1). O sucesso
na amplificacdo do fragmento de interesse ndo esta relacionado a concentracdo do DNA
extraido, ja que individuos diferentes com concentracdes semelhantes ndo apresentaram
mesmo resultado (Tabela 1). Todas as amostras que amplificaram precisaram ser diluidas
para o envio para 0 sequenciamento, ja que as concentracfes destas variaram entre 385,09
ng/ul e 484,769 ng/ul e a concentracao indicada para o sequenciamento é de 50 ng/uL.

As cinco amostras foram enviadas para sequenciamento juntamente com outras 35
amostras de Dolichothele exilis, provenientes de seis localidades diferentes (distribuidas nos



estados do Piaui, Pernambuco e Bahia). Desta forma as andlises de variabilidade e estrutura
populacional da espécie poderdo ser feitas, o que vai permitir fazer inferéncias acerca de
linhagens e evolugéo através de redes de haplétipos e arvores filogenéticas.

CONCLUSOES:

Para a construgdo do projeto, dos relatorios e para a inscricdo do presente congresso
foi realizada revisao bibliografica em assuntos referentes a biogeografia da América do Sul,
diversidade de aranhas, genética de populacdes e mecanismos evolutivos relacionados as
zonas de transicdo. Até o momento o trabalho serviu para gerar experiéncia de coleta de
aranhas de toca e observacdes habitats e de habitos de caranguejeiras. As coletas renderam
dados que serdo utilizados em estudos populacionais de diversas espécies no laboratério,
incluindo o presente projeto com a espécie D. exylis.

O principal objetivo do projeto é gerar uma arvore de relagdes filogenética e realizar
analises estatisticas de variabilidade. Estes objetivos, todavia, ndo puderam ser concluidos
em virtude do atraso no recebimento dos resultado do sequenciamento. Uma vez que 0s
resultados tenham chegado, tais andlises serdo performadas e o projeto sera concluido.
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