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RESUMO

7

Lonchophylla dekeyseri é uma espécie de morcego nectarivoro endémica ao
Cerrado, considerada ameacgada. Devido a reducdo do tamanho de suas
populacdes, de seus abrigos e areas de forrageamento, L. dekeyseri talvez tenha se
tornado uma espécie potencialmente susceptivel a perda de diversidade génica
associada a fragmentacdo da area de distribuicdo. Dado que a variabilidade génica
€ importante para a capacidade de sobrevivéncia de uma espécie frente a desafios
ambientais, esse trabalho visa avaliar a diversidade génica de L. dekeyseri. Por
meio da andlise de sequéncias do gene que codifica o citocromo B (citB) do DNA
mitocondrial foi testado se a diversidade génica intraespecifica de L. dekeyseri é
menor ou similar a diversidade encontrada em outras espécies de morcegos, além

de comparar a diversidade entre as populac¢des do Distrito Federal e Piaui.



INTRODUCAO

Lonchophylla dekeyseri (Taddei, Vizotto & Sazima, 1983) € uma espécie endémica
ao Cerrado, considerada ameacada, listada na categoria de vulneravel (A3c) na
Lista Brasileira de Espécies Ameacadas de Extingdo porque ha uma estimativa de
reducdo no tamanho de sua populagdo igual ou maior que 30%. Tal estimativa é
projetada ou suspeita para os préximos 10 anos ou trés geracdes, sendo baseada e
especificada em: (1) declinio na area de ocupacgédo, (2) extensdo de ocorréncia e
qualidade do habitat que possui niveis reais ou potenciais de exploracdo e (3)
flutuagBes extremas em sua extensédo de ocorréncia, area de ocupacao, numero de
localidades ou subpopulagbes e numero de individuos maduros. Na lista da
International Union for Conservation of Nature (IUCN 2003), L. dekeyseri é
considerada vulneravel (A2c) por haver uma reducdo de sua populagdo em pelo
menos 20% nos ultimos 10 anos e por se estimar uma reducdo de 20% de sua area

de ocupacgdo para os proximos 10 anos.

Lonchophylla dekeyseri apresenta individuos com medidas de antebraco entre 34,7-
37,7 mm e cranio curto entre 22,0-22,6 mm (Taddei et al. 1983). Aguiar (2000)
descreve essa espécie com peso entre 10-12 gramas, pelagem dorsal mais escura
gue a pelagem da regido ventral, focinho alongado, lingua comprida com numerosas
papilas na extremidade distal, dentes molares finos e alongados e cauda curta

perfurando dorsalmente a membrana interfemural.

A descricdo de L. dekeyseri foi feita por Taddei et al. (1983) com base em trés
exemplares machos, sendo dois coletados no Parque Nacional de Brasilia, e outro

coletado na Serra do Cipd, MG; e uma fémea coletada em Sete Cidades, no Piaui.



A distribuicdo conhecida dessa espécie esta resumida as areas de Cerrado, sendo
descrita como leste do Brasil por Simmons (2005) e assinalada também para Mato

Grosso e Goias por Reis (2006).

O fato de L. dekeyseri ser uma espécie de morcego restrita ao Cerrado implica num
risco grande para essa espécie, pois esse bioma, o segundo maior do pais, abrange
uma area de 204 milhdes de hectares, dividindo-se entre os estados de S&o Paulo,
Minas Gerais, Goias, Distrito Federal, Tocantins, Bahia, Piaui, Maranhdo, Mato
Grosso do Sul e Mato Grosso. Porém, o Cerrado esta particularmente ameacado
pela expansao da soja e pecuaria, que tém causado destruicdo das florestas, matas
ciliares e das fitofisionomias do Cerrado, destruicAo de nascentes e &reas de
recarga, contaminacdo da 4gua e dos solos por agrotoxicos e fertilizantes, redugéo

da biodiversidade animal e vegetal (Klink e Machado 2005).

Morcegos do género Lonchophylla Thomas (1903) se abrigam em cavernas (Novak
1991), o que pode ser considerado um outro fator de risco para L. dekeyseri, pois a
concentragdo da populagdo numa determinada localidade pode sujeitd-la as
atividades humanas, como mineracdo, expondo a espécie ao risco de extinguir-se

localmente.

Todos os registros de L. dekeyseri no Distrito Federal estéo restritos a areas onde
existem cavernas e cavidades naturais de diferentes dimensdes. Nesta regido, L.

dekeyseri somente foi capturada em cavidades ou proxima a elas (Bredt et al. 1999).

Morcegos do género Lonchophylla eram considerados da subfamilia
Glossophaginae até Griffiths (1982) agrupa-los na subfamilia Lonchophyllinae. As

subfamilias Glossophaginae e Lonchophyllinae s&o consideradas grupos



taxondmicos formados por morcegos nectarivoros, mas essas espécies podem
incluir em sua dieta néctar, partes florais, pdlen, insetos e frutos como ja
evidenciados para varios géneros dessas subfamilias (Gardner 1977, Heithaus et al.
1975, Lemke 1984, Wilson 1973). Espécies nectarivoras sado importantes
ecologicamente se considerarmos o fato que sem a interagdo de animais
polinizando plantas, as sementes e as frutas que perfazem 80% da dieta humana
nao existiriam (Buchmann e Nabhan 1996). A perda de um polinizador em um bioma
tdo ameacado quanto o Cerrado € preocupante, pois espécies vegetais
dependentes do polinizador especifico simplesmente extinguir-se-iam juntamente
com seu polinizador. Os polinizadores no Cerrado s&o importantes para manter e

ajudar a recuperar a cobertura vegetal em areas degradadas.

As principais ameacas a L. dekeyseri sdo a reducdo do habitat disponivel para
forrageamento, causado pela destruicdo da cobertura vegetal nativa do Cerrado e a
pressao sobre os abrigos, possivelmente causada por atividades mineradoras. Essa
espécie é nectarivora, depende de abrigos, polinizadora de plantas tipicas do
Cerrado e endémica a um dos biomas mais ameacados do pais. Dentre as espécies
de morcegos ameacadas, L. dekeyseri pode ser, juntamente com Lonchophylla
bokermanni, uma das mais susceptiveis ao desaparecimento (Arita & Santos-del-

Prado 1999).

A variabilidade génica é importante para a persisténcia evolutiva das espécies. Um
exemplo caracteristico € o da variabilidade (ou polimorfismo) das proteinas do
sistema MHC. Essas proteinas fazem parte do sistema de reconhecimento de
patbgenos e sdo importantes na resposta imune as infecgbes. Um grau de

polimorfismo alto do sistema MHC é favorecido na coevolu¢do de organismos que
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provocam doencas em seus hospedeiros e a perda de diversidade génica no
sistema MHC é encontrada em espécies que sofreram estrangulamento

populacional, colocando-as em risco (Solé-Cava 2001).

Devido a reducdo do tamanho das populacbes, de seus abrigos e éareas de
forrageamento, L. dekeyseri talvez tenha se tornado uma espécie potencialmente
susceptivel a perda de diversidade génica, associada a fragmentacdo da area de
distribuicdo e consequentemente a depressdo endogamica. A diminuicdo da
populacdo pode intensificar o efeito da deriva genética com consequente perda da
diversidade génica. A fragmentacdo leva a quebra de fluxo génico, o que pode
aumentar o risco de “genetic meltdown”, ou seja, a espiral representada pela perda
da diversidade genética, seguida de maior incidéncia de doencas devido a essas
perdas; reducdo da populacdo devido as doencas; mais perda de alelos; aumento
do risco de novas epidemias, uma vez que baixou ainda mais a diversidade; mais

perdas de alelos e assim sucessivamente até a extingdo (Solé-Cava 2001).

Dado que a variabilidade génica é importante para a capacidade de sobrevivéncia
de uma espécie aos desafios ambientais impostos na sele¢do natural, esse trabalho
visa analisar a diversidade génica de L. dekeyseri. A grande reducdo de area de
distribuicdo dessa espécie, sua importancia na polinizagdo de plantas do Cerrado e
seu status de espécie ameacada tornam importante saber se a diversidade génica

encontrada nessa espécie se assemelha a de outras espécies de morcegos.

Esse estudo foi realizado usando-se o gene que codifica a proteina do Citocromo B
(citB). Outros estudos com morcegos usando-se este gene motivaram a escolha do

mesmo como Ditchfield (2000) e Lim (2004). Usando-se esse gene € possivel
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comparar os dados com outras espécies de Lonchophylla da filogenia da tribo

Lonchophyllini de Davalos e Jansa (2004).

Com o citB foi possivel comparar as sequéncias de DNA dos espécimes
seqgUenciados nesse estudo com sequéncias de DNA retiradas do GenBank,
aplicando assim a técnica de DNA Barcoding (Herbert 2003). Essa € uma técnica
gue usa pequenos marcadores de DNA (como o citB) e permite identificar espécies,
descobrir possiveis novas espécies e tornar a taxonomia mais eficaz através da
comparacao de novas seqiiéncias com outras sequéncias de um banco de dados

pré-existente (Rubinoff 2005, Herbert et al 2004, Clare et al 2007).
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OBJETIVOS

O objetivo principal € testar através do gene que codifica a proteina citocromo B a
hipétese de que a diversidade génica intraespecifica de L. dekeyseri € menor que a

de outras espécies de morcegos.

O trabalho ainda tem como objetivos:

e Determinar através da diversidade génica se L. dekeyseri constitui um

conjunto de espécies cripticas, com alto grau de divergéncia génica entre si.

e |dentificar os espécimes utilizados no trabalho através da técnica de DNA

Barcoding.
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MATERIAL E METODOS

Origem das amostras

Os espécimes amostrados foram capturados no Cerrado pela equipe do Projeto de
Conservacao e Utilizagdo Sustentavel da Diversidade Biologica Brasileira (PROBIO)
com rede de neblina de espessura 36mm. Foram coletados tecidos de membrana
do uropatagio (membrana existente entre as pernas) de cada morcego. Esse tipo de
tecido é considerado o mais indicado para morcegos em risco de extin¢cao, pois ndo
se faz necesséario o sacrificio do animal para retird-lo. Assim, 0S morcegos
capturados foram soltos novamente, salvo alguns individuos coletados para

testemunho.

Foram coletadas 54 amostras de tecidos preservadas em alcool 96° para andlises e
execucao da pesquisa. As amostras eram de um unico individuo coletado no Mato
Grosso do Sul (ponto de coleta 21°07'S/ 56°28'0), dois individuos do Piaui
(distribuidos nos pontos de coleta 04°05’'S/ 41°30°'0 e 04°15'S/ 41°45’0) e cinquenta
e um espécimes do Distrito Federal (distribuidos nos pontos de coleta 15°34’'S/

48°07'0, 15°30'S/ 48°10'0, 15°32'S/ 47°42'0) (Tabela A em Anexo).

Os individuos do Distrito Federal foram coletados em trés cavernas chamadas de
caverna |, caverna Il e caverna Ill (Figura 1). Cabe dizer que as cavernas | e Il
distam entre si 10 km aproximadamente, enquanto que a terceira esta a uma
distancia de 50 e 40 quildmetros destas cavernas, respectivamente. Tais distancias

nao impedem o fluxo génico entre as populacdes dessas cavernas.
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'E“_:,,-,.,-,“.,_-. LDistrito;Eederal

Figura 1. Foto de satélite ilustrando a posicao das cavernas I, Il e lll tendo como referéncia geogréfica
a cidade de Brasilia.

Extracdo, amplificacdo e sequenciamento de DNA

A extracao de DNA foi realizada a partir de amostras de uropatagios dos espécimes
capturados na atividade de campo e todas as amostras foram submetidas ao
protocolo de extracdo de DNA total (SDS/NaCl/Proteinase K) (Tabela 1) descrito por
Bruford et al. (1992). O processo de extracao foi repetido para as amostras que

apresentaram quantidade insatisfatéria ou nenhuma de DNA gendmico total.
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Tabela 1. Relagao das amostras extraidas.

Amostras Extraidas

Extracao 1 ep101, 109c, 111c, 117c, 180, 258, 262, 276, 308c, 337v.

Extracao 2 c97, 100c, 110, cl121, c125, c126, 171, 172, 176, 259,
264, 265, 266, 267, 269, 700.

Extracdo 3 LD, 132, 169, 174, 178, 179, 182, 301v, 302v, 303v, 307v,
309v, 311v, 312v, 343v.

Extracéo 4 178, 182, 301v, 302v, 303v, 307v, 311v, 312v, 343v.

Extragéo 5 LDPI, LD76, 130A, 132A, 136A, 176A, 183A, 186A, 201,
302v, 257, 272, 273.

ApoOs a extracdo de DNA das amostras, iniciou-se a amplificacdo da sequéncia de
interesse do DNA mitocondrial: o gene citocromo b. O extrato foi submetido a reagéo
de PCR (Polimerase Chain Reaction ou Reacdo em Cadeia da Polimerase) em

maquina termocicladora Applied Biosystems Gene Amp PCR System 9700.

Foram realizadas reacfes de PCR para padronizacdo e amplificacdo de todas as
amostras extraidas. Dois pares de iniciadores (primers) mostraram maior sucesso
na amplificacdo e subseqientemente no seqienciamento do gene citocromo b: o
par Bat 05A com Bat 04A e o par Bat 17A com Bat 14A desenhados por Ditchfield
(2000): BatOAA (5’ GTAGCTCCTCAGAATGATATTTGTCCTCZ3),

BatOSA(5 CGACTAATGACATGAAAAATCACCGTTG 3), Batl4A
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G TATTCCCTTTGCCGGTTTACAAGACC3)eBatlT/A(5ACCT

CCTAGGAGACCCAGACAATTS3).

Os pares de primers citados originaram um fragmento com 424 pares de base (pb)
correspondentes a porcao inicial do gene do citocromo b (citB) e um outro fragmento

com 392 pb correspondes a porcéo final do citB.

O material amplificado foi purificado e sequenciado no Laboratério de
Biodiversidade e Evolugdo Molecular (LBEM) da Universidade Federal de Minas
Gerais. A purificacdo foi feita por precipitacdo com polietilenoglicol 8000 e o
sequenciamento feito com DYE-namic ET terminator kit (Amersham Pharmacia
Biotech, USA) em uma sequienciadora de capilar Mega Bace 1000®. (Amersham-
Biosciences). O fragmento total gerado apresentou 816 pares de base

correspondentes ao inicio e ao final do gene do citocromo B.

Alinhamento e analises das sequéncias de DNA

Foram usados os programas Phred de Ewing et al. (1998), Phrap de Green (1994) e
Consed de Gordon et al. (1998) para o alinhamento das sequéncias antes das

analises filogenéticas.

Foram feitas andlises filogenéticas e moleculares com Mega verséo 3.1 de Kumar et
al (2004) e PAUP* de Swofford (1993). Foram usados 816 pares de base do
citocromo B dos 52 exemplares sequenciados e 1140 pares de base (pb) dos
exemplares retirados do GenBank (Tabela B em Anexo). Foram colocados espacos
nos 324 pares de bases ausentes e estes foram considerados como dados

ausentes. Para referenciar a espécie L. dekeyseri dentro da tribo Lonchophyllini
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foram usadas sequéncias de citB de outras espécies do grupo retiradas do
GenBank. As espécies de morcegos utilizadas como grupos externos foram
retiradas do GenBank como por exemplo Mormoops blainvillii, Carollia perspicillata,
Desmodus rotundus e Trachops cirrhosus (Tabela B em Anexo) ou foram
sequenciadas em laborat6rio como a espécime de Artibeus lituratus (Tabela A em
anexo). Sequéncias de espécies de Glossophaga foram retiradas GeneBank para
referenciar alguns individuos que ndo se mostravam aparentados com espécies de

Lonchophylla (Tabela B em Anexo).

No programa Mega as analises foram feitas por Neighbor-joining e Maxima
Parcimonia. A filogenia construida com Neighbor-joining teve Kimura 2 Parametros
como modelo de substituicdo nucleotidica; as filogenias construidas com Maxima
Parcimbnia usaram método de busca mini-mini heuristica com fator de busca igual a
10 e o método de busca Close Neighbor Interchange (CNI) com nivel de busca igual
a 1 e com 10 replicacdes de adicao aleatéria de arvores. Para todas as andlises o
suporte dos clados foi testado via Bootstrap, conforme Felsenstein (1985), de 1000

replicacdes.

As andlises filogenéticas foram feitas com os 1140 pares de base das sequéncias
retiradas do GenBank. No programa PAUP* foram calculadas as distancias par a
par entre as espécies e dentro de L. dekeyseri. Andlises de Maxima Parciménia
foram feitas com busca heuristica e tree-bisection-reconnection (TBR). A
estabilidade dos ramos foi testada por analise de bootstrap de 1000 réplicas e indice
de retencdo de Bremer conforme Bremer (1994). O indice de Bremer foi calculado

com o programa AutoDecay desenvolvido por Eriksson (1999).
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Além disto, todos os tecidos enviados para analise sao provenientes de espécimes
identificados em campo como sendo da espécie L. dekeyseri, que, sendo uma
espécie ameacada, € protegida e sua coleta € limitada a poucos individuos. Como a
identificagdo no campo pode ser problematica, foi usada a estratégia de “genetic
barcoding” (Herbert 2003) para confirmar as identificagOes realizadas no campo em
individuos que foram liberados apo6s coleta de um pequeno fragmento de tecido.
Foram usadas sequéncias do GenBank como base para comparacéo e identificagao

dos espécimes analisados nesse estudo.

Finalmente, foi sequenciado e incorporado nesse estudo um exemplar de
Xeronycteris vieirai Gregorin e Ditchfield 2005, espécie descrita da Paraiba, que é
da tribo Lonchophyllini e através de dados morfométricos foi descrita como grupo
irmdo de Platalina e Lionycteris, porém, sua semelhanca com Lonchophylla
bokermanni citada por Peracchi (2006) torna importante uma analise através desses
novos dados moleculares para se saber qual o parentesco de Xeronycteris vieirai

com as outras espécies da tribo Lonchophyllini.
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RESULTADOS

Dentro da espécie Lonchophylla dekeyseri foram encontrados quatro haplétipos
nomeados A, B, C e D (Figura 2). Os haplétipos A e B ocorrem somente no Distrito

Federal, enquanto os haplétipos C e D foram encontrados somente no Piaui.

No Distrito Federal o haplétipo A foi encontrado em um individuo da caverna |, trinta
e um individuos da caverna Il e dois individuos na caverna lll, totalizando trinta e
quatro individuos, enquanto que o haplétipo B foi encontrado em dois individuos da

caverna | e em sete individuos da caverna I, totalizando nove individuos.

No Piaui os haplétipos C e D foram encontrados na mesma localidade, cada um

proveniente de um anico individuo.
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Lonchophylla handleyi
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Leptonycteris curasoae

Monophyllus redmani
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29
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Glossophaga longirostris

Artibeus amplus

Figura 2. Cladograma gerado por analise de Maxima Parcimdnia. Em verde estdo os espécimes de
L.dekeyseri do clado Distrito Federal e em vermelho os espécimes do clado Piaui. NUmeros nos
galhos séo valores de bootstrap >50% de 1000 réplicas.

Todos os quatro haplétipos pertencentes aos quarenta e cinco individuos de
Lonchophylla dekeyseri foram agrupados em uma Unica analise de neighbor-joining
(Figura 3). O filograma gerado mostra que os espécimes analisados da espécie L.
dekeyseri estdo organizados em dois clados monofiléticos denominados aqui como
clado PI (Piaui) e clado DF (Distrito Federal), representados em vermelho e verde
respectivamente. Cada clado possui dois haplotipos e sao suportados por valores
altos de bootstrap. Essa distingdo dos clados também é corroborada pelos valores

de divergéncia de sequéncia encontrados para as populacdes, considerados altos
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se comparados com valores de divergéncia de seqguUéncia intra-especifica

encontrados em outras espécies de morcegos.
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Figura 3. Filograma gerado por andlise de Neighbor-joining. Em verde estdo o0s espécimes de
L.dekeyseri do clado Distrito Federal e em vermelho os espécimes do clado Piaui. As unidades
taxondmicas operacionais (OTU) sdo os espécimes amostrados. Numeros acima dos galhos sdo
valores de bootstrap >50% de 1000 réplicas. O mapa mostra a relagdo geografica entre as
populaces e seus haplétipos.
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Dentro da espécie Lonchophylla dekeyseri a divergéncia de seqiiéncia variou de
0,1% a 8,2% (Tabela 2). Entre individuos da populacdo do Distrito Federal a
divergéncia foi de no maximo 0,1% (Tabela 2, m174 contra m178), ja entre
individuos da populacdo do Piaui a divergéncia encontrada foi de 0,2% (Tabela 2,
LDPI contra LD76). Porém a porcentagem chegou a 8,2% quando analisada a
divergéncia de sequéncia entre a populacdo do Distrito Federal e a populagcdo do
Piaui (Tabela 2, LDPI contra m178), um numero muito proximo dos 9,7% de
divergéncia observada entre as espécies Lonchophylla robusta e Lonchophylla

handleyi.



Tabela 2. Divergéncia de seqiiéncias calculada par a par no programa PAUP*. Dado em porcentagem
onde 1 é 100%. Os individuos 2,3,4 e 5 sé@o da espécie Lonchophylla dekeyseri.
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Dos 1140 pares de base analisados 447 foram variaveis e 345 foram informativos
para parcimonia. A andlise de maxima parciménia do citB gerou uma arvore mais
parcimoniosa com 1508 passos, indice de consisténcia (Cl) 0,42 e indice de
retencdo (RI) 0,41. O cladograma gerado pode ser visto na figura 4 e possui a

mesma topologia gerada com outras analises, como a de maxima verossimilhanca.

O género Lonchophylla ndo pode ser agrupado em um anico grupo monofilético, ou
seja, grupo que inclua todos os descendentes de um unico ancestral, pois
Lonchophylla dekeyseri entra na filogenia do grupo mais aparentada com Platalina
genovensium, Lionycteris spurrelli e Lonchophylla thomasi. Ap6s a insercédo de L.
dekeyseri na filogenia da tribo Lonchophyllini (Davalos e Jansa 2004) e analisando
as relacdes dessa espécie dentro da tribo, conclui-se que Lonchophyllini continua
sendo monofilética, possuindo um Unico ancestral comum como constataram

Davalos e Jansa (2004) (Figura 4).
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Figura 4. Cladograma gerado por analise de maxima parciménia. Sobre os ramos os valores de
bootstrap, entre parénteses porcentagem de divergéncia e sob os ramos indices de decaimento de
Bremer.
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Sete das cinglenta e quatro amostras de L. dekeyseri resultaram em sequéncias
muito distintas. Essas ndo tém semelhanca as sequéncias de outras espécies de
Lonchophylla retiradas do GenBank, tampouco com as outras amostras desse
estudo. Usando-se de DNA Barcoding para comparar estas sete sequéncias (uma
do Mato Grosso do Sul e seis sequéncias do Distrito Federal) com amostras de
morcegos disponiveis no GenBank conclui-se que sdo muito semelhantes as

sequéncias da espécie Glossophaga soricina (Figura 5).
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Figura 5. Topologia gerada por analise de neighbor-joining ilustrando os sete espécimes mais
aparentados com Glossophaga soricina (em azul). Os niumeros séo os valores de bootstrap de 1000
réplicas.
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Usando-se os seis espécimes de Glossophaga soricina amostrados para a mesma
regido de cavernas do Distrito Federal (m136A, m343v, m272, m273, m257 e
m337v) e um exemplar do Mato Grosso do Sul (LDMS), foi calculada a divergéncia
de segliéncia intraespecifica para essa espécie (Tabela 3). Os dados de divergéncia
intraespecifica encontrados para Glossophaga soricina variaram de 0,3% a 2,8%.
Comparando-se a divergéncia entre as duas espécies pdde-se perceber que a
divergéncia encontrada entre as populacdes de L. dekeyseri tem valor maior que a

divergéncia encontrada entre populacdes de G. soricina.

Tabela 3. Divergéncia de sequiéncias intraespecifica de Glossophaga soricina calculada par a par no
programa PAUP*. Dado em porcentagem onde 1 é 100%.

1 2 3 2 5 5 7
1.
M136A X
2.
m343v 0,011 X
3. 0,018 0,009 X
m272 ! !
4. 0,015 0,007 0,004 X
m273 ! ! !
5.
o 0,014 0,008 0,006 0,003 X
6.
e 0,026 0,025 0,025 0,028 0,026 X
7 0,012 0,006 0,006 0,008 0,009 0,019 X

m337v
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No cladograma da figura 6, gerado com analise de Maxima Parcimdnia, a espécie
L.dekeyseri (individuos m174, m178, LDPI e LD76) se mostra mais aparentada com
a espécie Xeronycteris vieirai descrita da Paraiba (Gregorin e Ditchfield, 2005); o
mesmo acontece em algumas analises de Neighbor-joining. Em outras andlises a
espécie Xeronycteris vieirai apresentou-se externa ao grupo Lonchophyllini, como a

da figura 5.
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Glossophaga soricina

100
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Figura 6. Topologia do consenso das arvores geradas por analise de Maxima Parcimdnia no
programa Mega. Numeros nos galhos séo valores de bootstrap de 1000 réplicas.
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DISCUSSAO

A variabilidade génica dentro da populacdo de Lonchophylla dekeyseri das cavernas
amostradas no Distrito Federal € muito baixa. Ndo obstante permite separar a
espécie em dois haplotipos nessa regiao (Figura 2): podemos encontrar o haplétipo
A nas trés cavernas, enquanto encontramos o haplétipo B nas cavernas | e Il. Ainda
gue a maior distancia entre as cavernas seja de 50 quildbmetros, esse ndo deve ser o0
fator relevante no fato de ndo ser encontrado o haplotipo B na caverna lll, uma vez
que essa distancia ndo impede o fluxo génico entre as populacbes, visto que
morcegos podem voar essa distdncia em uma noite apenas. Uma maior

amostragem da caverna lll possivelmente encontraria o haplétipo B.

A diversidade haplotipica encontrada para L. dekeyseri € muito baixa quando
comparada a de outros morcegos. Enquanto foram encontrados dois hapl6tipos em
43 individuos de L. dekeyseri do Distrito Federal, Ditchfield (1996) usando citB
encontrou diversidades haplotipicas mais altas em outras espécies de morcegos
Neotropicais; como em Artibeus lituratus com nove haplétipos em dez individuos
sequenciados de uma localidade e Sturnira lilium com sete haplétipos de uma Unica

localidade.

A espécie L. dekeyseri apresentou valores muito baixos de diversidade génica
intraespecifica quando analisada apenas a populacdo do distrito Federal. Valores
mais altos de diversidade génica intraespecifica como 8,2% foram encontrados para
populacbes distantes (Distrito Federal e Piaui). Tal dado permite sugerir que L.

dekeyseri seja um conjunto de espécies cripticas, sendo 0s espécimes amostrados
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para o Piaui de uma outra espécie que ndo L. dekeyseri. Ao analisar os dados de
Glossophaga soricina (Tabela 3) pode-se observar que a diversidade entre
populacdes distantes como Distrito Federal e Mato Grosso do Sul tem valor maximo
de 2,8%, um valor menor que o encontrado para L. dekeyseri e esperado para
populacbes de uma mesma espécie. Ao contrario do esperado, as populacdes do
Piaui e Distrito Federal apresentaram resultados semelhantes aos encontrados para
diversidade génica entre espécies distintas como 9,7% observado entre

Lonchophylla handleyi e Lonchophylla robusta.

A reduzida variabilidade génica de Lonchophylla dekeyseri pode ser decorrente de
taxas muito altas de cruzamentos consanguineos e corre risco de sofrer depresséo
endogamica, levando até mesmo a extingdo, uma vez que a tendéncia da populacao
€ diminuir ainda mais, de acordo com dados da IUCN. Uma tentativa para salvar
essa espécie da extingdo, nesse caso, seria manejar a mesma de forma a trocar
genes com uma outra populagdo com maior diversidade génica, dessa forma

conseguiria recuperar a diversidade caracteristica do grupo.

Outra hipbtese é que a espécie tem baixa diversidade génica devido a eventos
histéricos como gargalos populacionais. Dessa forma toda a espécie tem como
caracteristica a baixa diversidade génica e uma maneira de salvar a espécie da
extingdo seria preservar 0s abrigos e as populagbes existentes. Essa baixa
diversidade € interessante, pois talvez seja analoga a baixa diversidade génica do
guepardo, Acinonyx jubatus, que sofreu um evento de gargalo populacional
provavelmente no Pleistoceno, acumulando uma variabilidade de 90% a 99% menor
gue em outros felinos (Menotti-Raymond e O’Brien, 1993), o que levou a espécie a

susceptibilidade a doencas, problemas para se reproduzir como uma concentragcéo
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de espermatozoides no liquido espermatico dez vezes menor que em gatos
domésticos e 70% dos espermatozdides morfologicamente anormais (O’Brien et al
1985). Os mesmos problemas para se reproduzir podem incidir ou até mesmo ja
estarem incidindo sobre a espécie L. dekeyeri, levando a espécie para um “genetic

meltdown”.

Esse estudo mostra que as populagdes de L. dekeyseri do Distrito Federal podem
ser manejadas de forma a combinar individuos apenas das cavernas do Distrito
Federal, pois as trés cavernas possuem individuos com o mesmo perfil génico. Uma
sugestéo seria transferir machos da caverna | para a caverna lll. A populagao de L.
dekeyseri do Piaui, entretanto, deve ser tratada como uma unidade evolutiva
significativa & parte, pois se mostra muito diferente geneticamente por acumular

mutag0des distintas ao longo do seu processo evolutivo.

Os dados de diversidade génica encontrados para a espécie L. dekeyseri indicam
gue essa espécie esta em risco. Apesar das dificuldades de coleta por ser esta uma
espécie rara, seria interessante aumentar a amostragem geografica para comparar
esses dados com os de outras populacdes de L. dekeyseri e observar se essa baixa
diversidade génica também se observa nas mesmas. Com dados de diversidade
génica de outras populacdes geograficamente distintas poder-se-ia criar um plano

de manejo mais complexo, permutando individuos de diferentes populagdes.

Também seria importante analisar seqiiéncias de outros genes e comparar dados
morfométricos a fim de concluir se os espécimes amostrados do Piaui pertencem a

uma outra espécie.
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Usando-se de DNA Barcoding observou-se que sete dos 52 espécimes
sequenciados portam haplétipos que sé@o caracteristicos da espécie Glossophaga
soricina (Figura 5), incluido o espécime do Mato Grosso do Sul. Esse resultado pode
ser devido a uma introgresséo dos genes de Glossophaga nas populagdes de L.
dekeyseri a partir de cruzamentos interespecificos, ou podem ter ocorrido erros na
identificacdo dos exemplares na coleta de campo. Hibridizagdo normalmente ocorre
em espécies proximas (Coyne e Orr, 2004), logo, a segunda explicagdo € mais
viavel que a primeira, dada a grande divergéncia génica entre L. dekeyseri e G.
soricina. Para sanarmos tais duvidas, provavelmente seria necessaria a confirmacéao
da espécie destes seis individuos por caracteres morfométricos (por exemplo, no
exemplar de Mato Grosso do Sul), caso haja exemplares testemunho coletados. Ja
para os exemplares que foram soltos apos a coleta de um pedaco do uropatagio,
seria necessario o sequenciamento de genes nucleares para ser excluida a hipétese
de hibridizacdo. A expectativa seria que individuos hibridos destas espécies teriam o
DNA nuclear de ambas as espécies na F1, e potencialmente uma propor¢cao
crescente de DNA nuclear de L. dekeyseri na F2, supondo uma introgressao

crescente dos hibridos com esta espécie.

Ainda usando-se de DNA Barcoding foi possivel excluir a possivel hipotese de a
populacdo do Piaui ser da espécie Xeronycteris vieirai. Na figura 6, gerada com
analise de Maxima Parciménia, a espécie Xeronycteris vieirai descrita recentemente
da Paraiba se mostra mais aparentada com a espécie L. dekeyseri (individuos
m174, m178, LDPI e LD76). Tal relagéo filogenética também & um dado novo, pois
de acordo com Gregorin e Ditchfield (2005), baseados em dados morfométricos, o
género Xeronycteris seria grupo irmao de Platalina, com Lonchophylla como grupo

irméo de Platalina e Xeronycteris, e ainda Lionycteris como grupo basal.
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ANEXO

Tabela A. Espécimes sequienciados com seus respectivos haplétipos e localidades de captura.

NUumero de campo Haplétipo Espécie Localidade
276 N&o analisado Caverna 2
309v N&o analisado Caverna 2
101 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
109c Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
111c Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
117c Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
180 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
258 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
262 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
308v Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
c97 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
100c Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
110 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
clz1 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
cl25 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
cl26 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
171 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
172 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
176 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
259 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
264 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
265 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
266 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
267 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
269 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
700 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
LD Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
174 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
182 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
307v Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
311v Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2
1302 Haplotipo A L.dekeyseri Caverna 2




1322
132
1762
1832
169
178
179
301v
302v
303v
312v
1862
201
LD76
LDPI
343v
337v
1362
257
272
273
LDMS
RZ52

Haplétipo A
Haplétipo A
Haplétipo A
Haplétipo A
Haplétipo B
Haplétipo B
Haplétipo B
Haplétipo B
Haplétipo B
Haplétipo B
Haplétipo B
Haplétipo B
Haplétipo B
Haplétipo C
Haplétipo D

L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
L.dekeyseri
G. soricina
. soricina
. soricina
. soricina

. soricina

O 00 0

. soricina

G. soricina

Artibeus lituratus

Caverna 2
Caverna 3
Caverna 3
Caverna 1
Caverna 2
Caverna 2
Caverna 2
Caverna 2
Caverna 2
Caverna 2
Caverna 2
Caverna 1
Caverna 1
Piaui
Piaui
Caverna 1
Caverna 1
Caverna 2
Caverna 2
Caverna 2
Caverna 2
Bonito - MS

Barcelos — AM
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Tabela B. Lista de espécimes cujas sequéncias foram retiradas do GenBank.

Numero de acesso no GenBank Espécie
AF423101 Platalina genovensium
AF423100 Lionycteris spurrelli
AF423099 Lionycteris spurrelli
AF423098 Lionycteris spurrelli
AF423097 Lionycteris spurrelli
AF423096 Lionycteris spurrelli
AF423095 Lonchophylla mordax
AF423094 Lonchophylla handleyi
AF423093 Lonchophylla handleyi
AF423092 Lonchophylla chocoana
AF423091 Lonchophylla robusta
AF423090 Lonchophylla robusta
AF423089 Lonchophylla robusta
AF423088 Lonchophylla robusta
AF423087 Lonchophylla robusta
AF423086 Lonchophylla thomasi
AF423085 Lonchophylla thomasi
AF423084 Lonchophylla thomasi
AF423083 Lonchophylla thomasi
AF423082 Lonchophylla thomasi
AF187034 Lonchophylla thomasi
AF382889 Leptonycteris curasoae
AF382888 Monophyllus redmani
AF382887 Monophyllus plethodon
AF382886 Glossophaga commissarisi
AF382885 Glossophaga commissarisi
AF382884 Glossophaga commissarisi
AF382883 Glossophaga commissarisi
AF382882 Glossophaga morenoi
AF382881 Glossophaga morenoi
AF382880 Glossophaga morenoi

AF382879 Glossophaga morenoi
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AF382878
AF382877
AF382876
AF382875
AF382874
AF382873
AF382872
AF382871
AF382870
AF382869
AF382868
AF423081
AF382867
AF382866
AF382865
AF382864
AF382863
AF382862
AF382861
AF382860
AF382859
AF382858
AF382857
AF382856
AF382855
AF382854
AF382853
AF382852
AF382851
AF382850
AF382849
AF382848
AF382847
AF382846
AF382845
AF382844

Glossophaga leachi
Glossophaga leachi
Glossophaga leachi
Glossophaga longirostris
Glossophaga longirostris
Glossophaga longirostris
Glossophaga longirostris
Glossophaga longirostris
Glossophaga longirostris
Glossophaga longirostris
Glossophaga longirostris
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina

Glossophaga soricina
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AF382843
AF382842
AF382841
AF382840
AF382839
AF382838
AF382837
AF382836
AF382835
AF382834
AF382833
AF382832
AF382831
AF382830
AY604462
AF511991
DQO077398
DQ233669

Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Glossophaga soricina
Mormoops blainvillii
Carollia perspicillata
Desmodus rotundus

Trachops cirrhosus




