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RESUMO

BRONDANI, Kelly. Variacao temporal da diversidade genética de uma colénia
de Tadarida brasiliensis (Chiroptera: Molossidae) no sul do Brasil. Orientador:
Fabio Ricardo Pablos de Souza. 2020. 44 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia
Animal) — Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

Tadarida brasiliensis (I. GEOFFRQY, 1824) é uma espécie insetivora da ordem
Chiroptera pertencente a familia Mollossidae, sendo uma espécie amplamente
distribuida no continente americano. Na América do norte, estudos ecoldgicos,
genéticos e morfolégicos da espécie sdo bem estudados. No Brasil, os estudos
sobre a espécie sdo bem mais escassos, com apenas alguns trabalhos ecoldgicos
descritos na literatura. Tendo em vista a falta de estudos sobre essa espécie na
América do Sul, buscamos gerar informacdes a respeito da diversidade genética de
uma colbnia da espécie Tadarida brasiliensis no sul do Brasil, a partir do uso do
marcador citocromo oxidase subunidade | (COIl). Baseado em dados ja observados
para as populacoes de T. brasiliensis no sul do Brasil, a hipdtese testada é que seriam
encontradas diferengas sazonais na diversidade genética entre machos e fémeas
da coldnia em estudo. Os 158 individuos da espécie foram coletados no municipio
do Capao do Ledo, RS, Brasil, por meio de armadilha de harpa. Para as analises
genéticas, foram realizadas extracdes de DNA, seguidas pela técnica de Reacédo
em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram realizados célculos estatisticos descritivos
de diversidade genética de T. Brasiliensis, redes de haplotipos e testes de evolucao
neutra. Os resultados obtidos para o gene COI na colénia analisada, indicaram um
alto numero de haplétipos, alta diversidade haplotipica, baixa diversidade nucleotidica
e baixo numero de sitios polimérficos nos individuos analisados. Foi observada uma
estruturacdo da populacdo em dois haplogrupos mitocondriais, porém nao houve
diversidade genética significativa entre machos e fémeas independente de estacdes
do ano e de estagios reprodutivos. Os resultados obtidos indicaram que machos
e fémeas estdo em processo de selecao purificadora, efeito carona ou expansao
populacional recente. Apesar dos resultados gerados, € necessario diversificar os
estudos de diversidade genética da espécie na América do Sul, ampliando amostra-



gens em outras localidades, além de utilizar outros marcadores moleculares para a
confirmacgéo destes resultados.

Palavras-chave: Genética ecologica. Marcadores moleculares. Morcegos. Sa-
zonalidade.



ABSTRACT

BRONDANI, Kelly. Temporal variation of the genetic diversity of a colony of
Tadarida brasiliensis (Chiroptera: Molossidae) in southern Brazil.. Advisor: Fabio
Ricardo Pablos de Souza. 2020. 44 f. Dissertation (Masters in Animal Biology) —
Institute of Biology, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2020.

Tadarida brasiliensis (I. GEOFFRQY, 1824) is an insectivorous species of the order
Chiroptera belonging to the family Mollossidae, being a species widely distributed
in the American continent. In North America, ecological, genetic and morphological
studies of the species are well studied. In Brazil, studies on the species are much
more scarce, with only a few ecological works described in the literature. In view of
the lack of studies on this species in South America, we seek to generate information
about the genetic diversity of a colony of the species Tadarida brasiliensis in southern
Brazil, using the marker cytochrome oxidase subunit | (COI). Based on data already
observed for the populations of T. brasiliensis in southern Brazil, the hypothesis tested
is that seasonal differences would be found in the genetic diversity between males and
females of the colony under study. The 158 individuals of the species were collected in
the municipality of Capéo do Leao, RS, Brazil, using a harp trap. For genetic analysis,
DNA extractions were performed, followed by the Polymerase Chain Reaction (PCR)
technique. Descriptive statistical calculations of T. Brasiliensis genetic diversity,
haplotype networks and neutral evolution tests were performed. The results obtained
for the COI gene in the analyzed colony, indicated a high number of haplotypes, high
haplotypic diversity, low nucleotide diversity and low number of polymorphic sites in
the analyzed individuals. A population structure was observed in two mitochondrial
haplogroups, but there was no significant genetic diversity between males and females
regardless of seasons and reproductive stages. The results obtained indicated that
males and females are in the process of purifying selection, hitchhiking effect or
recent population expansion. Despite the results generated, it is necessary to diversify
the genetic diversity studies of the species in South America, expanding samples
in other locations, in addition to using other molecular markers to confirm these results.



Keywords: Ecological genetics. Molecular markers. Bats. Seasonality.
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1 INTRODUCAO

Tadarida brasiliensis (l. Geoffroy, 1824) € uma espécie da ordem Chiroptera,
pertencente a familia Molossidae (WILKINS, 1989). Esta espécie (Figura 1) é exclu-
sivamente insetivora, com dieta composta por lepiddpteros, coledpteros e dipteros
(WILKINS, 1989; FABIAN; ARIGONY; HARTZ, 1990). Espécies de quirépteros com
dieta insetivora possuem um papel fundamental no ecossistema (AGOSTA, 2002), au-
xiliado no controle de insetos considerados pragas agricolas (BERNARD; AGUIAR,;
MACHADO, 2011; LOPEZ-HOFFMAN et al., 2014). Além disso, estudos apontam que
morcegos apresentam uma reposta mais rapida as mudancgas climaticas do que outros
mamiferos, sendo potenciais indicadores de mudangas ambientais e de qualidade de
habitat (GELUSO, 2007).

Figura 1 —Imagem da espécie Tadarida brasiliensis
Fonte: LINCOLINS, 2019.

Na América do Norte (Figura 2), a espécie T. brasiliensis ocorre em toda a
porcao centro-sul dos Estados Unidos até o México (RUSSELL; MCCRACKEN, 2006).
Na América Central ela apresenta uma distribuicdo descontinua, sendo ausente na
Nicaragua (BARQUEZ, et, al., 2020). Ja na América do Sul, a ocorréncia da espécie
segue da Venezuela, Coldmbia, Peru, Equador, Bolivia, Paraguai, Uruguai, Argentina,
Chile, ocorrendo também no Brasil (WILKINS, 1989). No Brasil, a espécie parece
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ser mais abundante na regiao sul e sudeste, sendo que também existem registros
isolados de ocorréncia para a regido do Pantanal brasileiro (WILKINS, 1989; SANTOS;
BORDIGNON, 2011).
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:l Fassage Migrani
I = Uncertain Status
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HistoricalR ecords Only
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Figura 2 — Distribuicdo de Tadarida brasiliensis nas Américas.
Fonte: Animals and Ecosystems of Latin America [web application, 2007.

Em decorréncia da espécie apresentar uma alta capacidade em explorar no-
vos habitats, devido sua alta mobilidade, facilidade em formar colénias, além da tole-
rancia fisiolégica ao frio, recentemente, foi detectado que esta espécie expandiu sua
distribuicao para o norte dos EUA (MCCRACKEN et al., 2018).

As colbnias da espécie podem chegar a ter milhares de individuos, e ge-
ralmente se abrigam em cavernas, grutas ou constru¢ées humanas, como, telhados,
pontes, viadutos, vigas, e forros (DAVIS; HERREID; SHORT, 1962; VILLA; COCKRUM,
1962; LAVAL, 1973; MARQUES; FABIAN, 1994).

1.1 Taxonomia e sistematica

O género Tadarida apresenta ampla distribuicao mundial (KOOPMAN, 1993),
sendo composto por 10 espécies (WILSON; REEDER, 2005). A taxonomia de Tada-
rida brasiliensis é bastante complexa (SHAMEL, 1931). Baseado em estudos morfo-
l6gicos, ecoldgicos e moleculares, acredita-se que existam pelo menos quatro subes-
pécies, sendo, T. b. cynocephala com ocorréncia no sudeste dos Estados Unidos; T.
b. mexicana com ocorréncia no sudoeste e oeste dos Estados Unidos ao México; T. b.
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intermedia com ocorréncia do sul do México ao Panama; e T. b. brasiliensis, com ocor-
réncia em toda a América do Sul (RUSSELL; MCCRACKEN, 2006). Um ultimo estudo
publicado com relagdo a taxonomia da espécie, por meio de técnicas moleculares, su-
geriu desconsiderar a classificacao de subespécies de T. brasiliensis na América do
Norte e Central (MORALES et al., 2016). Esses autores apontam que essas popula-
¢cbes norte-americanas de T. brasiliensis sejam classificadas como migratérias ou ndo
migratérias (MORALES et al., 2016).

1.2 Genética molecular

Em genética de populagdes, a diversidade genética é a variacdo que ocorre
entre individuos da mesma espécie, entre espécies distintas ou entre grupo de espé-
cies, sendo a informacao genética transmitida ao longo das geracdes e a diversidade
a partir dos processos reprodutivos e dindmicas populacionais das espécies (ZOLET
et al., 2013).

O genoma mitocondrial € pequeno e circular, sendo um marcador bastante
utilizado em eventos evolutivos recentes na histéria populacional da espécie (LLOYD
et al., 2012), por ser uma molécula com facilidade de amplificagdo, possuir altas ta-
xas de mutacodes sindnimas, apresentar heranca maternal e ndo sofrer recombinacoes
(JANSEN, 2000). Dessa forma, os polimorfismos presentes em genes mitocondriais
séo importantes para investigar a histéria populacional (ARIAS; FRANCISCO; SILVES-
TRE, 2003). Os gendtipos de mtDNA s&o conhecidos como haplétipos, diferenciando
um dos outros por apresentar mutagdes acumuladas ao longo do tempo (AVISE et al.,
2000).

O marcador molecular citocromo oxidase subunidade | (COIl) é considerado
um dos genes codificadores de proteinas mais conservados no genoma mitocondrial
(BROWN, 1985). Esse gene é responsavel pela expressao da subunidade | da en-
zima citocromo oxidase, que atua no processo de respiracao celular (NELSON; COX,
2002). O gene COI é bastante utilizado em estudos populacionais, filogenéticos e em
estudos filogeograficos (DERYCKE et al., 2010). Além, disso, quando comparado com
o0 genoma nuclear, o COI apresenta altas taxas evolutivas e variagdo intraespecifica
intensa (AVISE et al., 2000).

Um estudo realizado na América do Norte, por meio de métodos filogenéti-
cos e genéticos populacionais buscou examinar a estruturacdo genética de grandes
populacdes da espécie T. brasiliensis (RUSSELL; MEDELLIN; MCCRACKEN, 2005).
Nesse estudo foram usadas analises de sequéncia de mtDNA da regido do controle
mitocondrial D-loop, além de informagdes existentes de estudos de alozimas e historia
natural para compreender a relagdo entre migracao e estrutura genética (RUSSELL,;
MEDELLIN; MCCRACKEN, 2005). Os resultados desse estudo indicaram que as ana-
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lises de variancia molecular ndo revelaram estruturacao genética significativa entre
grupos migratérios comportalmente distintos (RUSSELL; MEDELLIN; MCCRACKEN,
2005). Ja as analises demograficas apontaram para um crescimento populacional,
embora 0 momento dos eventos de expansao populacional seja diferente entre as po-
pulacdes migratérias e ndo migratérias (RUSSELL; MEDELLIN; MCCRACKEN, 2005).

Em outro estudo realizado nos Estados Unidos, usando dados publicados de
aloenzimas e de sequéncias de DNA mitocondrial (mtDNA), foi analisado a estrutura-
cao genética da espécie T. brasiliensis (RUSSELL; MCCRACKEN, 2006). Esse estudo
concluiu que existem diferencas significativas entre a subespécie sul-americana e a
subespécie norte-americana, sendo que essas diferengcas podem ser devidas a uma
barreira ao fluxo de genes ou ao isolamento por distancia (RUSSELL; MCCRACKEN,
2006).

1.3 Reproducéao

Tadarida brasiliensis possui um ciclo reprodutivo sazonal e monoéstrico
(KRUTZSCH; FLEMING; CRICHTON, 2002), no qual as fémeas apresentam apenas
um ciclo reprodutivo por ano (NEUWEILER, 2000; BRANCO et al., 2016). Entretanto,
a atividade reprodutiva pode variar de acordo com o local de ocorréncia (KRUTZSCH;
FLEMING; CRICHTON, 2002).

Na América do Norte, o periodo reprodutivo das fémeas de da entre a pri-
mavera e o verao, sendo que os ultimos estagios da gravidez ocorrem em maio, 0
parto geralmente ocorre em junho, ja a amamentacao e o desmame ocorrem em julho
(SCALES; WILKINS, 2007). Nos Estados Unidos, 80% das fémeas ja se encontram
gravidas na primavera, e a gestacao dura em média 80 dias (REICHARD et al., 2009).
As colbnias de maternidade ao sul do Texas e norte do México formam as maiores
populacdes durante o verdao (WIEDERHOLT et al., 2015).

Na América do Sul, sabe-se que o pico do periodo reprodutivo da espécie
da-se no final da primavera e inicio do verao (MARQUES; FABIAN, 1994). Em cada
gestacao é gerado apenas um filhote, e o parto geralmente ocorre no verao (MAR-
QUES; FABIAN, 1994).

1.4 Padrdes de migracao

Tadarida brasiliensis, por ser exclusivamente insetivora, necessita da ocor-
réncia e abundancia de insetos em seu local de forrageio, assim, em areas tempera-
das, onde o inverno é rigoroso, podem realizar movimentos sazonais (STAWSKI; GEI-
SER, 2010). Esses movimentos podem ser considerados dispersao ou movimentos
migratorios de longa distancia, causando efeitos na estrutura das populagdes (POPA-
LISSEANU; VOIGT, 2009). Os estudos de marcadores moleculares com populacées



17

de morcegos tém observado que a estruturagdo genética de uma populacao tem pa-
drées diferentes se a espécie apresentar comportamento migratério ou ndo (BUR-
LAND; WILMER, 2001). Geralmente, as espécies migratdrias apresentam uma baixa
estruturacao genética, enquanto que as espécies residentes possuem uma alta estru-
turacdo genética (BURLAND; WILMER, 2001).

Espécies migratérias podem exibir diferentes estruturas populacionais em di-
ferentes épocas do ano e em diferentes locais (RUSSELL; MCCRACKEN, 2006). Da
mesma forma que espécies migratérias podem apresentar diferentes razdes sexuais
na estrutura populacional, de uma forma espaco-temporal dependente (RUSSELL,;
MCCRACKEN, 2006). Assim, machos e fémeas podem exibir padrées de migracéao
distintos (RUSSELL; MCCRACKEN, 2006).

As populacdes da espécie na América do Norte sédo classificadas em resi-
dentes ou migratérias (WILKINS, 1989), as quais podem migrar até 1.800km por ano
(VILLA; COCKRUM, 1962) realizando escalas em diferentes locais durante a migracao
(WIEDERHOLT et al., 2015). Além disso, a espécie tem a capacidade de voar até 50
km do seu abrigo em um unico voo de forrageio (DAVIS; HERREID; SHORT, 1962).
Sabe-se que na América do Norte, machos e fémeas podem apresentar diferentes
padrées de movimento ao longo do ano, sendo que as fémeas migratérias movem-se
a distancias mais longas, enquanto que a maior parte dos machos realizam movi-
mentos mais locais proximo ao seu abrigo (DAVIS; HERREID; SHORT, 1962; VILLA;
COCKRUM, 1962).

Nos Estados Unidos, mais especificamente em New Orleans e na Louisiana,
algumas populagdes da espécie sao residentes, podendo permanecer no mesmo local
durante todo o ano (PAGELS, 1972). Porém, na maioria das regides da América do
Norte, a espécie € considerada migratéria (VILLA; COCKRUM, 1962). Populacées
ocorrentes no estado de Oklahoma realizam deslocamentos para o sul dos Estados
Unidos no inicio da primavera (GANOW; CAIRE; MATLACK, 2015), formando colénias
de maternidade durante o verdo e outono em abrigos localizados no Texas (DAVIS;
HERREID; SHORT, 1962; FEDERICO et al., 2008; VILLA; COCKRUM, 1962). No
México, a espécie permanece a maior parte do ano no sul e no centro do pais, sendo
qgue durante a primavera, a populacao migra em direcao ao norte do México e ao sul
e sudeste dos Estados Unidos (WIEDERHOLT et al., 2015).

1.5 Estudos ecoldgicos

Estudos do comportamento da espécie T. brasiliensis na América do Norte
demonstraram diferencas especificas de género sexual em habitos de poleiro (HER-
MANSON; WILKINS, 1986). Nesse estudo, encontraram segregacao com relagdo aos
machos de uma populacéo de T. b. cynocephala, que ocupava um sétdo no estado da
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Flérida (HERMANSON; WILKINS, 1986). Assim como, em outro estudo da espécie
foi observado que a propor¢cao de machos foi mais dominante do que fémeas em um
viaduto no estado do Texas (SGRO; WILKINS, 2003). Além disso, nesse mesmo es-
tudo, apds instalar transmissores eletromagnéticos nos individuos, pode-se perceber
gue os machos permaneceram em uma area mais extensa do que as fémeas (SGRO;
WILKINS, 2003). Esses resultados sugerem que os machos da espécie sao mais fieis
ao poleiro e ocupam uma area geografica maior do que as fémeas (SGRO; WILKINS,
2003). Outra pesquisa com T. brasiliensis, teve um resultado semelhante (SPENRATH;
LAVAL, 1974). Esses autores identificaram uma recaptura maior de machos do que
fémeas em um poleiro localizado em Waco, no estado do Texas, nos Estados Unidos,
inferindo também que machos sdao mais residentes do que as fémeas (SPENRATH,;
LAVAL, 1974).

Estudos populacionais da espécie sao escassos na América do Sul (MAR-
QUES; FABIAN, 1994). Em um estudo ecoldgico realizado em Rosario, na Argentina,
observou-se que a espécie forma colénias com milhares de individuos durante as es-
tacbes do ano de primavera e verdo, enquanto que no outono abandonam os abrigos
(ROMANO; MAIDAGAN; F PIRE, 1999).

Em outro estudo, realizado no Uruguai percebeu- se que nas coldnias da es-
pécie analisadas, existem uma variagdo sazonal das propor¢des sexuais ao longo do
ano (BOTTO NUNEZ et al., 2018), como também foi observado em algumas popula-
cbes da América do Norte (WILKINS, 1989; MCCRACKEN; GASSEL, 1997; SCALES;
WILKINS, 2007; FEDERICO et al., 2008). No Uruguai, durante o outono e inverno, os
machos sao predominantes nas col6nias, enquanto que na primavera e verao ha uma
troca da razao sexual, quando as fémeas se tornam predominantes nestas mesmas
colénias amostradas (BOTTO NUNEZ et al., 2018). Esse comportamento da variagao
sexual nas coldnias sugere que 0os machos permanecem nos abrigos ao longo do ano,
sendo as fémeas o grupo migrante da coldnia nos meses mais frios (BOTTO NUNEZ
et al., 2018).

No Brasil, ha pouco conhecimento sobre o comportamento da espécie, além
de que ndo ha estudos sobre a migracao ou deslocamento da espécie (MARQUES,
1996). Em uma col6nia localizada no municipio de Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Brasil, foi verificado que no periodo de inverno todos os individuos da espécie disper-
sam, sugerindo que existe deslocamento sazonal (MARQUES; FABIAN, 1994). Ja em
outro estudo, realizado no municipio do Capéao do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil,
na mesma coldnia do presente trabalho, os individuos de T. brasiliensis ocupam 0s
abrigos durante todo o0 ano, observando uma maior razao sexual em favor das fémeas
durante a primavera e 0 verdo e um maior numero de machos durante os periodos de
outono e inverno (FRANCO, 2011).

Considerando os dados de diferenca da razao sexual encontrada nas popula-
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cOes de T. brasiliensis do sul do Brasil, buscamos compreender se existem diferencas
genéticas significativas ao longo dos anos dos individuos presentes na colénia da es-
pécie do sul do Brasil. Baseado nos dados ja observados para as populacdes da
espécie, a hipdtese testada é que seriam encontradas diferencas sazonais na diversi-
dade genética entre machos e fémeas da col6nia em estudo.

1.6 Objetivos

O objetivo geral desta dissertacao é gerar informacdes de diversidade gené-
tica em uma col6nia da espécie Tadarida brasiliensis do sul do Brasil através do gene
mitocondrial citocromo oxidase subunidade | (COI).

1.6.1 Objetivos especificos

a) ldentificar a diversidade genética de T. brasiliensis em uma col6nia do sul do
Brasil;

b) Investigar as diferencas nos niveis de diversidade genética entre machos e fé-
meas;

c) Analisar a diferenca do padréo de diversidade genética durante o periodo repro-
dutivo e ndo reprodutivo;

d) Avaliar a diferenca do padrdo de diversidade genética em relacédo as estagdes
do ano;

e) Verificar a estruturacdo genética da colénia de T. brasiliensis.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Areade estudo

Os individuos de Tadarida brasiliensis foram capturados no prédio do Nucleo
de Reabilitacdo da Fauna Silvestre (NURFS) (31°48’4.04"S 52°24°31.36"W) situado
no Campus Capéo do Ledo, da Universidade Federal de Pelotas, no municipio de Ca-
pao do Ledo (RS), Brasil (Figura 3). O municipio apresenta um clima do tipo Clima
Subtropical Umido segundo KOPPEN (1900), caracterizado por estagdes do ano bem
definidas quanto a temperatura, e pluviosidade bem distribuida ao longo do ano (IN-
MET, 2020).

(NURFS

Figura 3 — Mapa da area de estudo com a localizagéo da colénia de T. brasiliensis no
municipio do Capao do Leao/RS, Brasil.
Fonte: Google Earth, 2020.

2.2 Coleta dos individuos

Foram capturados 158 individuos adultos. Dos 158 individuos capturados, 53
individuos foram capturados nos anos de 2014 e 2015. Os 105 individuos restantes



21

foram capturados nos anos de 2018 e 2019.

Os individuos amostrados foram capturados utilizando armadilha de harpa
(KUNZ; KURTA, 1998), com dimensdes de 3m de altura por 1,50m de largura. Em
seguida, os individuos foram colocados em sacos de panos e identificados quanto ao
sexo, idade, estagio reprodutivo, além de ser realizadas medidas de comprimento do
antebraco (mm) e massa corporal (g). Apos a identificagdo, uma amostra do tecido
do uropatagio foi coletada com a utilizacdo de alicate perfurador e em seguida os
individuos foram soltos préximos ao local do abrigo onde foram coletados. O tecido da
membrana do uropatagio foi armazenado em microtubos de 1,5mL com etanol 90% a
-20°C. As coletas foram autorizadas por meio da licenga SISBIO n° 52646-1.

2.3 Manipulagdo do DNA

Para a extragdo de DNA das amostras, foi adicionado no microtubo: 250 uL
de tampao de lise (10mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl, SDS 2%), e 1,5 uL de
proteinase K (Quiagen®). Essas amostras foram colocadas na estufa incubadora a
56°C por 17 horas (overnight). Ap6s essa etapa, foi adicionado 100 L de acetato de
potassio (5M) e deixado na bancada por 10 min. Posteriormente os microtubos foram
centrifugados a 12.000 RPM por 20 min. Em seguida, o sobrenadante foi adicionado
em um novo microtubo e adicionado 750 uL de alcool absoluto gelado, invertendo o
tubo para misturar os componentes. As amostras foram centrifugadas a 12.000 RPM
por 20 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1000
ulL de etanol 70% gelado ao microtubo. As amostras foram centrifugadas por 10 min
a 12.000 RPM. Por fim, o alcool foi evaporado na estufa e em seguida as amostras
foram ressuspendidas em 52 ;L de TE (10mM Tris, 1mM EDTA).

Os fragmentos de citocromo oxidase subunidade | (COI) foram obtidos, por
meio da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), amplificando o fragmento
da porgéo 5’ do gene utilizando os primers degenerados VF1D: 5 TTC TCA ACC AAC
CAC AAR GAY ATY GG 3 e VR1D: 5 TAG ACT TCT GGG TGG CCR AAR AAY
CA 3’ (IVANOVA; DEWAARD; HEBERT, 2006). Foram realizadas reagdes de PCR
com volume final de 25 uL e concentracao dos reagentes de acordo com o protocolo
da enzima GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega®). Foram utilizados entre 25 a
50 ng de DNA. O programa de amplificagdo utilizado seguiu: 95°C de denaturacao
inicial por 2 min seguido de 40 ciclos de: 95°C por 30 seg; 56°C de temperatura de
anelamento por 30 seg; 72°C de temperatura de extensao por 1 min e 30 seg; sendo
gue a extensao final foi de 72°C por 5 min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose na
concentracao de 1,5% solubilizado em tampéao TAE 1X (Tris-acetato 40mM e EDTA
1mM, pH 8,0) e corado com GelRed®. Também foi utilizado na eletroforese um mar-
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cador de peso molecular Ladder 100pb (Ludwig®) para confirmacéo do tamanho dos
fragmentos. Os geis de agarose foram visualizados em um transiluminador de luz UV
e fotografados com camera digital. Os produtos de PCR foram purificados utilizando
PEG (PEG 8000 a 20% e NaCl 2,5M), de acordo com o protocolo descrito no Apéndice
A. Posteriormente, as amostras foram quantificadas e enviadas para sequenciamento
das fitas forward e reverse realizado pela empresa Macrogen (Macrogen Inc.).

2.4 Montagem e alinhamento das sequéncias consenso

Apbs o recebimento das sequéncias forward e reverse da empresa Macro-
gen, as sequéncias foram montadas e editadas por meio da inspe¢do dos cromato-
gramas com o uso dos pacotes Pregap e Gap4 no software STADEN v.4.11 (STADEN,
1996). O alinhamento das sequéncias foi realizado com o auxilio do algoritmo Clus-
talW implementado no programa MEGA v.6.0 (TAMURA et al., 2013), onde sequéncias
obtidas previamente para individuos desta mesma localidade (LARROZA, 2019) foram
adicionadas a matriz de alinhamento. Todas as sequéncias foram submetidas ao pro-
grama BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) para confirmacdo e comparacao da regiao
sequenciada com os dados disponiveis no GenBank.

2.5 Andlises da diversidade genética

O programa DnaSP v.6.0 (LIBRADO; ROZAS, 2009) foi utilizado para calcu-
lar os paréametros estatisticos descritivos de diversidade genética do gene COl de T.
brasiliensis. Nessas analises foram calculados: niumero de haplétipos (h), diversidade
haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (7) e nimero de sitios polimérficos (S) den-
tro do conjunto de haplétipos. Os valores de Hd e 7 variam de 0 a 1, onde quanto
mais préximo de 1 maior € a diversidade entre as sequéncias analisadas. Para os pa-
rametros descritivos de diversidade genética foram realizados testes de qui-quadrado
(PEARSON, 1900), no programa SPSS (Statistical Package for Social Science) v. 22.0
(IBM Corp. Released, 2013).

A fim de verificar a estrutura de diversidade genética nesta col6nia, foi cons-
truida uma rede de haplétipos, utilizando o algoritmo Median-Joining no programa
PopART v.1.7 (LEIGH; BRYANT, 2015). O algoritmo Median-Joining € baseado no
critério de redes com minima abrangéncia (minimum spanning network) e usa me-
dian vectors (mv) para conectar dados de haplétipos, por meio do método de maxima
parciménia (BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999). Os median vectors se remetem as
sequéncias consenso que podem ser interpretadas como possiveis sequéncias exis-
tentes e ndo amostradas ou como sequéncias de um ancestral ja extinto (BANDELT;
FORSTER; ROHL, 1999). Os median vectors sdo necessarios para conectar dois ha-
plotipos na rede através do método de maxima parciménia (BANDELT; FORSTER,;
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ROHL, 1999). A formac&o dos haplogrupos na rede de haplétipos foi relacionada com
as diferengas na propor¢cao sexual, periodo reprodutivo (verdao/primavera) e nao re-
produtivo (outono/inverno), e com relacéo as estacdes do ano. Nesses haplogrupos
foram realizados testes de qui-quadrado (PEARSON, 1900), no programa SPSS v.
22.0 (IBM Corp. Released, 2013).

Por fim, foram realizados testes de evolu¢ao neutra das sequéncias por meio
dos testes de neutralidade D de Tajima e Fs de Fu utilizando o programa DnaSP v.6.0
(LIBRADO; ROZAS, 2009). O teste D de Tajima é baseado nas diferencas entre o nu-
mero de sitios polimorficos e o numero de diferengas nucleotidicas. Valores negativos
e significativos para o teste D de Tajima indicam selecéo purificadora, expansao po-
pulacional ou efeito carona de evolugdo. Quando os valores do teste D de Tajima sao
positivos, apontam para uma selec¢ao estabilizadora ou contracdo populacional (TA-
JIMA, 1989). J& o teste Fs de Fu é fundamentado na distribuicdo de frequéncia dos
haplétipos em funcao de 6 (6 = 4N u, em que o N representa o tamanho efetivo da po-
pulacéo, enquanto que u corresponde a taxa de mutacao por sequéncia por geragao).
Valores negativos e significativos para Fs apontam para uma expansao populacional
(FU, 1997).



3 RESULTADOS

3.1 Sequéncias obtidas e teste de diversidade genética do marcador COI

Foram obtidas 158 sequéncias com fragmentos de aproximadamente 690 pa-
res de bases do gene COI. A Tabela 1 apresenta os parametros descritivos de diversi-
dade genética do gene COI de T. brasiliensis. Nas sequéncias de DNA da populagao
analisada foram detectados no total 96 sitios polimérficos e 103 haplétipos. A diversi-
dade haplotipica (Hd) foi de 0,997 e o numero médio de diversidade nucleotidica ()
foi de 0,019.

Tabela 1 — Parametros descritivos de diversidade genética do gene COIl de T. brasili-

ensis no municipio do Capao do Leédo, RS, Brasil.
N: numero de sequéncias; H: numero de haplétipos; Hd: diversidade haplotipica; =:
diversidade nucleotidica; S: nimero de sitios polimorficos.

N H Hd T S
Sexos

Machos 80 55 0,973 0,0184 72
Fémeas 78 58 0,982 0,02079 74

Periodo
Nao reprodutivo 79 56 0,976 0,02153 65
Reprodutivo 79 56 0,979 0,01737 82

Sazonal
Primavera 39 29 0,977 0,01148 55
Verao 40 31 0,974 0,0223 73
Outono 51 37 0,968 0,02284 52
Inverno 28 25 0,989 0,01812 61
Total 158 103 0,9775 0,01953 96

Os individuos que apresentaram o maior numero de haplétipos (H) foram as
fémeas (H=58), da mesma forma, que apresentaram os maiores valores de diversi-
dade haplotipica (Hd=0,982); diversidade nucleotidica (7=0,020) e maior nimero de
sitios polimérficos (S=74).

Os valores do qui-quadrado para os parametros descritivos de diversidade
genética do gene COI com relacdo ao numero de haplétipos (H) identificados entre
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machos e fémeas foram nao significativos (z2=1,06 gl=1 p < 0,05) aceitando-se a hi-
pbtese nula, na qual o numero de haplétipos para os individuos machos amostrados
nessa colonia é igual ao numero de haplétipos para os individuos fémeas amostrados.
Ja os valores de qui-quadrado com relagao a diversidade haplotipica (Hd) também
foram nao significativos com relacdo a machos e fémeas (2?=0 gl=1 p=0,99). Com
relagdo aos valores de qui-quadrado obtidos para os parametros de diversidade nu-
cleotidica (r) de machos e fémeas, os resultados foram nio significativos (z2=0 gl=1
p=1,00).

Com relagé@o aos individuos coletados no periodo reprodutivo e ndo repro-
dutivo, o numero de haplotipos (H) indentificados foi igual para os dois periodos
analisados (H=56). A diversidade nucleotidica (Hd) foi maior no periodo reprodutivo
(Hd=0.979), assim como os sitios polimorficos (S) gerados foram maiores no periodo
reprodutivo (S=82). A diversidade nucleotidica (7) foi maior nos individuos coletados
no periodo nao reprodutivo (7= 0,021).

Os testes de qui-quadrado para os individuos capturados no periodo reprodu-
tivo e ndo reprodutivo, apresentaram valores n&o significativos com relagdo ao numero
de haplétipos gerados (z%=0,79 gl=1 p<0,05). Assim, a hipdtese nula para esse para-
metro foi aceita, indicando que o numero de haplétipos para o periodo reprodutivo é
igual ao periodo néo reprodutivo. Ja os valores de qui-quadrado com relacao a diver-
sidade haplotipica (Hd) foram nao significativos com relagdo ao periodo reprodutivo
e ndo reprodutivo (z%2=0 gl=1 p=1,00). Da mesma forma que, os resultados para os
parametros de diversidade nucleotidica () para os individuos coletados no periodo re-
produtivo e n&o reprodutivo, os resultados foram n&o significativos (z2=0 gl=1 p=1,00).

Por fim, relacionando com o periodo sazonal, os individuos coletados no ou-
tono apresentaram o maior numero de haplétipos (H=37). A diversidade haplotipica
apresentou valores mais altos no inverno (Hd=0,989). Em relacdo a diversidade nu-
cleotidica (), o valor mais alto obtido foi no outono (7=0,022) e o valor mais alto de
sitios polimérficos foi no verdo (S=73).

Os valores dos testes de qui-quadrado das amostras coletadas no periodo
sazonal, apresentaram valores significativos com relacdo ao numero de haplétipos ge-
rados (22=39,66 gl=3 p<0,01.), rejeitando-se a hipétese nula, indicando dessa forma
gue o numero de haplétipos é diferente com relacao ao periodo sazonal da colénia em
estudo. Ja os valores de qui-quadrado da diversidade haplotipica (Hd) foram n&o signi-
ficativos com relagdo ao periodo sazonal (z?=0 gl=3 p=1,00), aceitando-se a hipbtese
nula, na qual a diversidade haplotipica é igual quando comparado com as estagdes do
ano. Com relagcédo aos valores de qui-quadrado obtidos para os parametros de diver-
sidade nucleotidica (), os resultados foram nao significativos para o periodo sazonal
(z2=0 gl=3 p=1,00). Esses resultados validam a hipétese nula, na qual a diversidade
nucleotidica é igual com relagao as estagdes do ano dos individuos coletados.
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A Figura 4 (A,B,C) representa a rede de haplétipos gerada utilizando as
sequéncias obtidas. A figura aponta para uma estruturagéo da coldénia em dois haplo-
grupos mitocondriais. O haplogrupo 2 agrupou 0 maior numero de haplétipos (H=68),
enquanto que o haplogrupo 1 agrupou um nimero menor de haplétipos (H=21). A ta-
bela dos haplogrupos 1 e 2 identificados na rede de hapl6tipos pode ser visualizada no
Apéndice B. Os 14 haplétipos restantes representados na rede haplotipica, sao indivi-
duos com haplétipos intermediarios e que foram excluidos das analises dos calculos
de qui-quadrado.

A Figura 4A distingue os haplétipos quanto a identificacdo sexual dos in-
dividuos amostrados. Foram coletados nove machos (40,9%), sendo agrupados no
haplogrupo 1 e 64 machos (52,5%) que foram agrupados no haplogrupo 2. Com re-
lacdo as fémeas, 13(59, 1%) foram agrupadas no haplogrupo 1 e 58 fémeas(47,5%)
no haplogrupo 2. No haplogrupo 1, duas fémeas compartilharam o mesmo haplétipo.
Ja no haplogrupo 2, sete haplotipos foram compartilhados entre machos, seis entre
fémeas, e nove entre machos e fémeas (Apéndice B).

Os valores de qui-quadrado entre machos e fémeas para os haplogrupos 1
apresentaram valores nao significativos (2 = 0,84 gl=1 p=0,35), enquanto que no ha-
plogrupo 2, machos e fémeas também apresentaram valores ndo significativos (z? =
0,15 gl=1 p=0,69). Dessa forma, os resultados apresentados em ambos os haplogru-
pos foram nao significativos, aceitando-se a hipétese nula, na qual machos e fémeas
estao igualmente distribuidos nos dois haplogrupos.

A Figura 4B distingue os haplétipos quanto aos periodos reprodutivos e nao
reprodutivos. Foram coletados, sete (31,8%) individuos no periodo reprodutivo que
foram agrupados no haplogrupo 1 e 65 (53,3%) dos individuos coletados no periodo
reprodutivo que foram agrupados no haplogrupo 2. Ja em relagdo ao periodo nao
reprodutivo, 15 (68,2%) dos individuos foram agregrados no haplogrupo 1, enquanto
que 57 (46,7%) dos individuos coletados nesse periodo foram agrupados no haplo-
grupo 2. No haplogrupo 1, o unico haplétipo compartilhado pertence a dois individuos
do periodo ndo reprodutivo. Com relagédo ao haplogrupo 2, oito haplétipos foram com-
partilhados entre individuos coletados no periodo reprodutivo, seis no periodo nao
reprodutivo e nove compartilhados entre individuos coletados nos dois periodos.

Os valores de qui-quadrado com relagao ao periodo reprodutivo e néo repro-
dutivo para o haplogrupo 1, apresentaram valores ndo significativos (2% = 2,90 gl=1
p=0,08), ja com relacdo ao haplogrupo 2, os valores também foram nao significati-
vos (z? = 0,52 gl=1 p=0,46). Os valores de qui-quadrado para o haplogrupo 1 e 2
foram nao significativos, aceitando—se a hipdétese nula, na qual os individuos estéao
igualmente distribuidos com relacado ao periodo reprodutivo e ndo reprodutivo, tanto
no haplogrupo 1, quanto no haplogrupo 2.

A Figura 4C distingue os haplétipos quanto ao periodo sazonal, no qual foram
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Figura 4 — Rede de haplétipos do marcador mitocondrial COI da colénia de Tadarida
brasiliensis com relacao a propor¢ao sexual, periodos reprodutivos/ ndo reprodutivos
e periodo sazonal, no municipio do Capao do Leao, RS, Brasil.

O tamanho dos circulos dos haplétipos sdo proporcionais ao numero de individuos

observados em cada haplétipo. Cada trago nas linhas que conectam os haplétipos
representa um passo mutacional entre os haplétipos.
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coletados um individuo na primavera, destes 4,5% ficaram agrupados no haplogrupo
1 e 35 individuos (28,7%), no haplogrupo 2. No veréo, seis individuos (27,3%) foram
agrupados no haplogrupo 1 e 30 individuos (24,6%) no haplogrupo 2. No outono, 11
individuos (50%) foram agrupados no haplogrupo 1, enquanto que 33 (27%) foram
agrupados no haplogrupo 2. Por fim, no inverno, quatro individuos (18,2%) foram
agrupados no haplogrupo 1 e 24 individuos (19,7%) no haplogrupo 2. No haplogrupo
1, 0 Unico haplétipo compartilhado pertence a dois individuos coletados no outono.
Com relacdo ao haplogrupo 2, seis haplétipos foram compartilhados entre individuos
coletados na primavera, quatro no verao, trés no outono e apenas dois individuos
coletados no inverno.

Por fim, os valores do qui-quadrado para o periodo sazonal no haplogrupo 1
foram nao significativos (2*=6,46 gl=3 p=0,09), enquanto que no haplogrupo 2 também
foram nao significativos (#?=1,16 gl=3 p=0,76). Portanto, para os dois haplogrupos
os resultados foram nao significativos, indicando que os individuos estao igualmente
distribuidos com relacdo ao periodo sazonal.

A Tabela 2 apresenta os valores obtidos para os testes D de Tajima e Fs
de Fu para os individuos machos e fémeas de T. brasiliensis. Ambos apresentaram
valores negativos e nao significativos para os testes de D de Tajima. Com relacdo ao
Fs de Fu, machos e fémeas apresentaram valores negativos e significativos.

Tabela 2 — Teste de neutralidade do marcador COI de machos e fémeas de Tadarida
brasiliensis coletados no Capéao do Leao, RS, Brasil.

**Valores dos testes com significancia estatistica, p<0.05 *valores n&o significativos,
p>0.05.

Sexos D de Tajima Fsde Fu
Machos -0.421* -24.292**
Fémeas -0.150* -24.216**

Total -0.657* -24.016™




4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos para o gene COI da colbnia de T. brasiliensis, indi-
caram um alto numero de haplétipos, alta diversidade haplotipica, baixa diversidade
nucleotidica e baixo numero de sitios polimérficos dos individuos analisados. Dessa
forma, os resultados gerados para o gene COIl, com relagdo aos machos e fémeas, pe-
riodo reprodutivo/ndo reprodutivo e periodo sazonal sugeriram que apesar da colbnia
do Capao do Leédo possuir uma alta diversidade haplotipica, esta diversidade é corre-
lacionada com a existéncia de poucas mutacdes (baixo numero de sitios polimérficos).
Altos niveis de diversidade haplotipica (Hd>0,5) e altos indices de diversidade nucle-
otidica (7>0,5) podem indicar grandes tamanhos populacionais sustentados ou dimi-
nuicao populacional, enquanto que altos niveis de diversidade haplotipica (Hd>0,5) e
valores baixos de diversidade nucleotidica (r<0,5), inferem uma selegao purificadora,
efeito carona ou possivel crescimento recente da populagcao (KORSTIAN; HALE; WIL-
LIAMS, 2015; GRANT; BOWEN, 1998).

Dessa forma, pode-se inferir que a colonia de T. brasiliensis do Capao do
Ledo possa estar sofrendo uma selecédo purificadora, efeito carona ou crescimento
recente, tanto para individuos machos, quanto para fémeas, ja que os indices de di-
versidade haplotipica (Hd) foram altos e os indices de diversidade nucleotidica ()
foram baixos. Os valores do qui-quadrado para os parametros descritivos de diver-
sidade genética do gene COI apresentaram valores ndo significativos para a maioria
dos testes realizados, que podem tem sido influenciados por varios fatores, como a
natureza do marcador molecular COl, que é considerado um dos genes codificadores
de proteinas mais conservados no genoma mitocondrial (BROWN, 1985), podendo
influenciar nos resultados nao significativos para os parametros analisados. Outros
fatores, como amostragem populacional, habitos de vida da espécie, podem ter influ-
enciando nesses resultados (ZOLET et al., 2017).

A rede de haplétipos gerada apontou para uma estruturacdo da populagéao
em dois haplogrupos mitocondriais. Os testes de qui-quadrado realizados nos dois ha-
plogrupos indicaram que n&o hé diferengas significativas entre os haplogrupos, dessa
forma, concluindo que machos e fémeas estao igualmente distribuidos nos haplogru-
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pos, assim como quando comparados com os individuos coletados durante periodo
reprodutivo e nao reprodutivo, bem como em relagcédo ao periodo sazonal. Dessa ma-
neira, analisando todos os dados em conjuntos com relacao aos valores obtidos para
os testes descritivos estatisticos de diversidade genética e os resultados estatisticos
da rede haplotipica, observou-se que nao houve diferenga significativa da colénia es-
tudada.

Os resultados do teste D de Tajima apresentaram valores negativos e nao
significativos para machos e fémeas. J4 o Fs de Fu apresentou valores significativos
e negativos para machos e fémeas. Esses resultados negativos nos testes de D de
Tajima e Fs de Fu encontrados indicam que a colénia em estudo esta sofrendo uma
selecao purificadora, efeito carona ou expansao populacional recente.

Os altos indices de diversidade haplotipica ndo sdo comuns em quirdpteros,
sendo que geralmente tendem a apresentar resultados mais baixos de diversidadade
haplotipica, como por exemplo, cita-se um estudo da espécie Lonchorhina aurita, uti-
lizando marcadores moleculares de COI e ISSR (ANDRADE, 2014), além de estudos
com Cyt-B com a espécie Desmodus rotundus (MARTINS et al., 2007) e Lonchorhina
aurita (SILVA; ALBERT, 2009). Nesses estudos, as espécies apresentaram baixos
indices de diversidade haplotipica.

Os dados de diversidade genética do marcador COl do presente estudo, cor-
roboram com os resultados de diversidade genética obtidos no estudo de Larroza
(2019), no qual foram analisadas 37 sequéncias do marcador COIl de seis populacoes
de T brasiliensis, localizados na América do Norte (El progresso, Texas, Georgia, Flo-
rida, Carolina e Arizona). Essas sequéncias foram obtidas através do banco de dados
do GenBank e no Barcode of Life Data System (BOLD). Nesse estudo, para as seis
populacées da América do Norte analisadas, o numero de sequéncias (N) obtidas va-
riou de trés a oito (LARROZA, 2019). Ja o numero de haplotipos (H) variou de dois
a sete. O indice de diversidade haplotipica (Hd) para as populagdes da América do
Norte variou de 0,25 a 1 (LARROZA, 2019). Os valores de diversidade nucleotidica ()
variaram de 0,004 a 0,007 (LARROZA, 2019). Por fim, o numero de sitios polimérficos
(S) variaram de um a 11 (LARROZA, 2019).

No estudo de Larroza (2019), por meio do uso dos marcadores moleculares
COl e D-loop concatenados para a mesma colénia da espécie do Capéao do Leéo,
RS, Brasil, os resultados de diversidade genética foram semelhenates com o presente
estudo. Os indices de diversidade genética apresentaram valores de alta diversidade
haplotipica e baixa diversidade nucleotidica (LARROZA, 2019). Assim como, a rede
de haplétipos gerada também foi semelhante com os resultados do presente estudo,
apontando para a estruturagéo de dois haplogrupos com os marcadores COIl e D-loop
concatenados (LARROZA, 2019).

Estudos realizados na América do Norte, também obtiveram resultados de di-
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versidade genética semelhante com o presente estudo. Em um estudo realizado nos
Estados Unidos com a espécie T. brasiliensis, teve como objetivo examinar a estru-
turacédo genética de grandes populacdes da espécie, através da utilizagdo do marca-
dor D-loop e aloenzimas (RUSSELL; MEDELLIN; MCCRACKEN, 2005). Esse estudo
demonstrou niveis de diversidade muito altos para a espécie estudada (RUSSELL;
MEDELLIN; MCCRACKEN, 2005). De um total de 94 individuos, foram identificados
86 haplétipos (RUSSELL; MEDELLIN; MCCRACKEN, 2005). A diversidade haploti-
pica foi de Hd=0,998 e a diversidade nucleotidica 7=0,045 (RUSSELL; MEDELLIN;
MCCRACKEN, 2005).

Korstian et al (2015) também corroboraram com os resultados obtidos para
os parametros de diversidade genética do presente estudo. No estudo de Korstian
et al (2015) foram realizados estudos genéticos com o marcador COI das espécies
Lasiurus borealis e Lasiurus cinereus, que sao espécies de quirdpteros migratorios
(KORSTIAN; HALE; WILLIAMS, 2015). Com relagéao a espécie Lasiurus borealis, fo-
ram identificados 177 haplétipos dos 409 analisados (KORSTIAN; HALE; WILLIAMS,
2015). A diversidade haplotipica (Hd) da espécie foi considerada alta (Hd = 0,9) e a
diversidade nucleotidica foi baixa (v = 0,009) (KORSTIAN; HALE; WILLIAMS, 2015).
Nesse mesmo estudo, para a espécie Lasiurus cinereus foram identificados 32 haplé-
tipos para o gene COI dos 217 individuos analisados (KORSTIAN; HALE; WILLIAMS,
2015). Nessa espécie, a diversidade haplotipica também foi considerada alta (Hd =
0,78) e a diversidade nucleotidica baixa (7 = 0,004). Como conclusédo do estudo de
Korstian et al (2015), as espécies apresentaram altos niveis de diversidade genética,
enquanto que a diversidade nucleotidica foi baixa para ambas as espécies (KORS-
TIAN; HALE; WILLIAMS, 2015), resultados semelhantes com o presente trabalho.

Em suma, devido aos resultados obtidos nos estudos citados anteriormente,
sugere-se que na América do Sul, machos e fémeas apresentaram diferentes compor-
tamentos de deslocamentos, apresentando uma flutuacédo sexual e sazonal em favor
das fémeas. Esses padrdes de deslocamentos da espécie também sao observados
em populagdes desta espécie na América do Norte (WILKINS, 1989; SCALES; WIL-
KINS, 2007).

De uma forma geral, analisando a combinacéao de todos os resultados obti-
dos neste trabalho, a colénia o de T. brasiliensis do Capéo do Le&o apresentou altos
niveis de diversidade haplétipica (Hd=0,977) e baixos niveis de diversidade nucleoti-
dica (7=0,019) com relagdo ao marcador utilizado. Esses resultados, bem como os
valores encontrados para o teste D de Tajima e Fs de Fu, indicam que possivelmente
essa colbnia esta sofredo um processo de sele¢ao purificadora, expansao populacio-
nal recente ou efeito carona de evolucdo. Esses resultados encontrados no presente
estudo sdo semelhantes com os padrdes das populacées da América do Norte, com
o mesmo marcador utilizado.
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Estudos genéticos da espécie sdao escassos na América do Sul, sendo ne-
cessarios mais estudos em outras areas amostradas, da mesma forma que é impres-
cindivel a utilizacdo de outros marcadores moleculares para poder afirmar com mais
clareza como se comporta a ecologia, estrutura genética e padrées de deslocamento
da espécie no continente sul americano. Da mesma forma que, devido a espécie
apresentar uma alta importancia ecolégica e impacto econémico € importante o0 mo-
nitoramento de longo prazo da espécie na area de estudo, assim como devem ser
realizados planos de manejo e de conservagao adequados das populacbes de Tada-
rida brasiliensis no sul do Brasil.



5 CONCLUSAO

Machos e fémeas apresentaram altos niveis de diversidade haplétipica e baixos
niveis de diversidade nucleotidica com relacdo ao marcador COl;

N&o houve diferengas entre as diversidades genéticas de machos e fémeas, pe-
riodos reprodutivo/nao reprodutivo e estacées do ano;

A rede de haplétipos estruturou a coldénia em dois haplogrupos principais;

A colbnia esta em processo de selecao purificadora, efeito carona ou expansao
populacional recente.
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APENDICE A - Purificagdo com PEG 8000

PURIFICACAO DE PCR COM PEG 8000 PARA SEQUENCIAMENTO

. Verifique a qualidade do produto de PCR em gel de agarose.
. Transfira o produto de PCR para um tubo de microcentrifuga de 0,2 nL.

. Adicione 1 volume de solucédo de PEG (PEG 8000 20% NaCl 2,5M) ao PCR.

Incube a 37°C por 30 minutos.

. Centrifugue a 13.000 RPM por 20 minutos. Coloque os tubos fechados com a

alga da tampa voltada para a parte externa do rotor (assim vocé sabera onde
sedimentara o pellet j& que nao sera possivel vé-lo).

Retire o sobrenadante com o auxilio de um micropipetador SUAVEMENTE. Re-
tire 0 maximo de PEG possivel.

Adicione 125 i L de etanol 80% gelado. Espere 1 minuto e centrifugue por 2
minutos a 13000 RPM.

Retire o sobrenadante com o auxilio de um micropipetador SUAVEMENTE. Re-
tire 0 maximo de alcool possivel.

Adicione 125 i L de etanol absoluto gelado suavemente pela parede do tubo no
lado onde o pellet esta aderido e retire imediatamente o sobrenadante SUAVE-
MENTE (sem encostar o tip no pellet). Retire 0 maximo de alcool possivel.

Deixe evaporar o etanol residual utilizando o banho seco, estufa ou deixe sobre
a bancada. Cuidado para nao esturricar o pellet, pois se ele secar demais sera
dificil ressuspendé-lo. Se deixar na bancada, cubra com papel higiénico para
gue nao entre sujeira no tubo.

Adicione entre 10 pL de agua de inje¢do nas amostras e passe por 30 segundos
no vortex. Faga muito pumping apds o vortex na parede do tubo onde esta o
pellet.

Coloque no banho 37°C por 1 hora.
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13. Passe no vortex por 30 segundos. Faca mais um passo de pumping.

14. Quantifigue o produto purificado em gel de agarose 1,5%, aplicar 2 i L. Nao
esqueca de fazer mais pumping antes de aplicar a amostra no gel.
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APENDICE B — Tabelas dos Haplogrupos 1 e 2

Tabelas 3 e 4 dos Haplogrupos 1 e 2, respectivamente, da coldnia de Tadarida
brasiliensis no municipio do Capéao do Leao, RS, Brasil.

Tabela 3 — Tabela do Haplogrupo 1 da colénia de Tadarida brasiliensis.

Haplogrupo 1
Sexo
Haplotipo Machos Fémeas
Haplétipo 37 1
Haplétipo 52
Haplétipo 62
Haplétipo 70
Haplotipo72
Haplétipo 73
Haplétipo 74
Haplétipo 75
Haplétipo 79
Haplétipo 80
Haplétipo 81
Haplétipo 82
Haplétipo 83
Haplétipo 84
Haplétipo 87
Haplétipo 88
Haplétipo 92
Haplétipo 93
Haplétipo 95
Haplétipo 96
Haplétipo 101
Total

000+ -4 21000000 2+ —r2r0—+r+0—+0O

—_
w



Tabela 4 — Tabela do Haplogrupo 2 da colénia de Tadarida brasiliensis.
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Haplogrupo 2
Sexo Sexo

Hapl6tipos Machos Fémeas  Haplotipos  Machos Fémeas
Haplotipo 2 5 8 Haplotipo 44 0 1
Haplotipo 3 0 1 Haplotipo 48 0 1
Haplotipo 4 1 0 Haplotipo 49 1 0
Haplétipo 6 2 1 Haplétipo 50 0 1
Haplotipo 7 1 0 Haplotipo 53 0 1
Haplotipo 8 1 0 Haplotipo 54 1 0
Haplotipo 9 5 1 Haplotipo 55 0 1
Haplotipo 10 0 1 Haplotipo 56 0 1
Haplotipo 11 1 1 Haplotipo 57 0 1
Haplotipo 12 3 4 Haplotipo 58 0 1
Haplotipo 13 0 1 Haplotipo 59 0 1
Haplotipo 14 1 0 Haplotipo 60 1 0
Haplotipo 15 0 1 Haplotipo 61 1 0
Haplétipo 16 11 6 Haplétipo 63 1 0
Haplétipo 17 3 3 Haplétipo 64 1 0
Haplotipo 18 1 1 Haplotipo 65 0 1
Haplotipo 19 1 2 Haplotipo 66 0 1
Haplotipo 21 1 0 Haplotipo 67 0 1
Haplotipo 22 1 1 Haplétipo 68 0 1
Haplétipo 23 0 1 Haplétipo 69 0 1
Haplotipo 24 1 0 Haplotipo 71 1 0
Haplotipo 26 1 0 Haplotipo 77 1 0
Haplotipo 27 1 0 Haplotipo 78 3 0
Haplotipo 28 0 1 Haplotipo 85 0 1
Haplétipo 29 0 1 Haplétipo 86 1 0
Haplotipo 30 0 2 Haplotipo 89 1 0
Haplotipo 31 0 1 Haplotipo 90 1 0
Haplotipo 33 0 1 Haplotipo 91 1 0
Haplotipo 35 1 0 Haplotipo 94 0 1
Haplotipo 36 1 0 Haplotipo 97 0 1
Haplotipo 38 1 0 Haplotipo 98 1 0
Haplotipo 39 1 0 Haplotipo 99 1 0
Haplotipo 40 1 0 Haplotipo 100 1 0
Haplotipo 42 0 1 Haplotipo 102 0 1

Total 46 40 18 18




