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RESUMO

Lonchorhina auritaé uma espécie da familia Phyllostomidae (Chirapteom ampla distribuicdo
geogréfica, ocorrendo desde o sul do México a&ste Ido Brasil. Estudos preliminares demonstraram
evidéncias para uma estruturacdo de suas populagdesl e norte da Mata Atlantica (MA) baseada
em um pequeno numero amostral de poucas localidiigistas, além de uma controversa histéria
taxondmica. Assim, o presente estudo buscou ideattid padréo filogeografico e populacionallde
aurita utilizando uma amostra mais significativa em urseai geografica maior através de analises
de sequéncias de DNA de dois marcadores molecutaitesondriais (citocromo b, citb e regido
hipervariavel | da regido controle do DNA mitocaatrHVI) e um nuclearRecombination Activator
Protein2, RAG2). Para isso foram inferidas as relacdegdihéticas das sequéncias de DNA obtidas
e estimados indices para inferir a histéria denfagrélo grupo e calculados valores de polimorfismo
dentro das populagfes. Foram encontrados 19 hags@bara o gene citb e 12 haplétipos para a regido
HVI. Para o gene nuclear RAG2 foram obtidos apedes hapl6tipos pouco varidveis e
consequentemente nenhuma analise foi realizadeepaeamarcador. Observou-se a formagéo de seis
clados estruturados geograficamente através dasen@ncatenada dos marcadores moleculares,
sendo o clado | formado por individuos do norteMda e por um individuo da Amazénia do Para,
clado Il amostras do sul da MA, clado Ill formadar individuos do Amapa, clado IV formado por
individuos do Suriname, o clado V formado por ifdiims do Equador e Peru e o clado VI formado
por individuos de Honduras e do México. A distangenética intraespecifica foi relativamente
pequena (2,2%), assim como os valores de distgrai@tica dentro dos clados (0 a 0,91%), enquanto
que as distancias entre os clados mostrou valottes £,8 a 3,4%. Baseados na grande semelhanca
genética encontrada entre as amostrd..daurita e L. inusitata (2,3% de distancia genética), os
resultados levantaram um questionamento sobre idadel das espécies do génémnchorhina
Ainda, a rede de haplétipos mostrou forte estrgioageografica, sendo esta maior para o gene citb
do que para a regido HVI. Os indices de histérimadgafica apontaram para uma expansao
populacional recente de algumas populacées, alémndso de divergéncia bem antigos (pelo menos
230 mil anos atras) para os clados geograficosngracos. As analises populacionais apontaram para
uma forte estruturacéo entre as populacoes e @enigeupos de populagdes. Assim, conclui-se que as
populagBes dé. aurita sdo altamente estruturadas em clados geografiesseepadrédo encontrado
pode ser explicado por fatores historicos explisadoluz de teorias consagradas em estudos

filogeograficos e também por fatores comportamsrgaicoldgicos da espécie.

Palavras-chaveFilogeografia, citb, HV1, Estruturacéo geogréfigatruturagdo populacional,
Expanséo populacional.



ABSTRACT

The bat speciesonchorhina aurita(Chiroptera:Phyllostomidae) has a wide geogragistribution,
occurring from the South Mexico to East of BraBkevious studies exposed some evidences of
genetic structure among populations from North &odth Atlantic Forest (AF), based on a short
sample size of a few different localities and atomrersial taxonomic history. Thus, herein we aime
to identify the phylogeographic and demographi¢gpas inL. aurita using a broader sample size in a
larger geographic scale. For this purpose we usedet molecular markers: two from the
mitochondrial DNA (cytochrome b, cytb, and the hyagiable region | of the mitochondrial control
region, HVI) and one nuclear marker (Recombinafgativator Protein 2, RAG2). Thus, we build the
phylogenetic relationship among the DNA sequencakulated the polymorphisms values to the
populations and estimated the population indexnferithe demographical trends. We found 19
haplotypes to the cytb gene and 12 haplotypesddit¥il region. To the nuclear gene RAG2, we
found only two haplotypes, that showed a minor eottle difference and, therefore, no analysis were
made with this molecular marker. Through the cosratied analysis of both mitochondrial markers,
six clades were formed, each one corresponding tiffarent geographic locality. The clade |
clustered specimens from north of AF and one froenAmazon forest in the Brazilian State of Para.
The clade Il clustered specimens from the soutAff The clade Il grouped specimens from the
Amapd state. Clade IV grouped individuals from Bame, clade V was built by Equator and Peru
specimens and, finally, the clade VI clustered vittilials from Honduras and México. Both the
intraspecific genetic distance (2,2%) and the dereside the clades (0 to 0.91%) were very small,
while the genetic distance among the clades shomabobs between 1.9 to 3.4%. Based on the low
genetic distance between samplesLofaurita e L. inusitata (2.3%), our results raises taxonomic
questions aboutonchorhinaspecies. The haplotype network indicated strormpggohic structure,
being higher to cytb than the HVI. The indexes emadgraphic history pointed to scenario of recent
population growth in some populations, and the rdigace time among the clades were estimated in,
at least, 230 hundred years ago. The populatiolysesmindicate a strong genetic structuration among
the populations and groups of populations. Thus¢eveelude that the. aurita is highly structured in
geographic clades, and that this pattern can bdaierd by historical elements, described by
consecrated theories used in phylogeographic studied to behavior and ecological trends of this

species.

Keywords: Phylogeography, cytb, HV1, Geographical structorati Population structuration,

Population expansion.
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INTRODUCAO

O termo filogeografia, introduzido por Avise nodirda década de 80, € aplicado ao
estudo da distribuicdo de linhagens génicas de espacie em um contexto geografico e
temporal, com base na andlise de haplétipos, paimoente de DNA mitocondrial (DNAmt).
Estudos filogeograficos baseiam-se em dois primc@spectos da variabilidade intraespecifica
do DNAmt: a quantidade de divergéncia genética suladivisdo geografica em grupos
monofiléticos (clados). Ha exemplos de espécies exiligem padrdes bem estruturados de
subdivisdo de populacdes, outras que possuem paunanhuma estruturacao filogeogréfica
com baixa divergéncia genética, e algumas ainda apresentam pouca ou nenhuma
estruturacéo filogeografica com altos niveis deejgncia genética, sendo essa ultima mais
rara (Aviseet al, 1987).

Andlises filogeogréficas possibilitam a proposigd® modelos explicativos para
especiacao e também a identificacdo de padroesueleras filogeograficas em diferentes
taxons. Além disso, os estudos de fauna de uma @mesgido tem revelado o
compartilhamento de padrdes entre tAxons néo oelados, o que provavelmente reflete uma
histéria evolutiva comum (Ditchfield, 1996), umazvgue tais padrées sdo mais facilmente
explicados como resultado de eventos climaticos geologicos do que por eventos
independentes, afetando cada taxon separadamente.

Avise ja havia proposto em 2000 que a distribuig@ografica e estruturacdo da
variacdo genética de uma espécie podem ser infadax por fatores biogeograficos e
demograficos histéricos, assim como por comportamerecologia contemporaneos. Neste
contexto estdo inseridos diversos trabalhos questigam padrbes filogeograficos de
espécies de vertebrados e utilizam hipoteses hijpgioas de ampla aceitacdo para explica-
los. Entre essas hipéteses destacam-se: a teoriafagios (Haffer, 1969; Vanzolini e
Williams, 1970; Whitmore e Prance, 1987; Hafferrariee, 2001; Carnaval e Moritz, 2008;
Carnavalet al, 2009); a hipétese dos museus (Fjeldsa, 1994j9ged Lovett, 1997; Fjeld=

al., 1999); a teoria dos rios como fator de isolamef\Wallace, 1852); a teoria do



geotectonismo (revisada em Marroig e Cerqueira7)18% hipotese dos gradientes de habitat
ou de diversificagdo parapatrica por selecédo (Enti8¥7; Smitret al, 1997).

As diferencas na habilidade de dispersdo de urpécies parecem exercer grande
influéncia nos padrdes de estruturacédo filogeoggalo DNAmMt (Avise, 1989), por isso
apesar dos morcegos serem mamiferos de pequero gEendlmente ndo possuem padrdes de
diferenciacdo geografica de linhagens, como enadosr em roedores ou marsupiais. Por
serem animais alados, 0s morcegos possuem umadageade transpor barreiras, como rios
e montanhas, e consequentemente o fluxo génice saoas populacbes € potencialmente
grande (Ditchfield e Burns, 1998). Assim, é esperue as espécies de morcegos geralmente
apresentem um baixo nivel de divergéncia genéticaerhuma ou pouca estruturacdo
geogréfica entre individuos de populacfes geogmante distantes, diferente do encontrado
em pequenos mamiferos nao voadores.

Estudos filogeograficos tém crescido expressivaengs ultimos anos. Um dos
estudos com grande destaque foi realizado por @tdh(2000) que buscou descrever um
padréo filogeografico geral para morcegos estudasgécies neotropicais. O objetivo deste
trabalho foi observar a variacdo populacional steutira geografica das espécies, além de
comparar os padrdes filogeograficos encontrados aqueles descritos na literatura para
outros taxons. Como resultado foram encontradosbdndices de divergéncia nucleotidica
(1 a 4%) em 17 espécies, mesmo entre populacdgsajeamente distantes, revelando que o
grau de divergéncia intraespecifica em morcegogeaclaeser até 10 vezes inferior ao de
pequenos mamiferos, assemelhando-se ao padraotagmma aves (Ditchfield e Burns,
1998). Muitos trabalhos posteriores foram concaeaeom o observado por Ditchfield em
2000 (Hoffmann e Baker, 2001; Hoffmann e Baker,2Q@@mbet al, 2012), por outro lado,
para alguns taxons encontraram-se valores de @énweigy diferentes do anteriormente
registrado, como erlossophaga soricin&%) no trabalho deHoffmann e Baker (2001),
Carollia castaneg5%) em Hoffmann e Baker (2003stibeus jamaicensié4,3%) no estudo
realizado por Larsept al (2007),Desmodus rotunduéll1,8%) em Martinget al. (2007) e
Sturnira lillium (6%) em trabalho realizado por Lopes e Ditchf(@d08).

Para Lonchorhina auritaTomes, 1863 nao existem estudos de grande pragsorco
geograficas e as relacfes filogeogréaficas do gsfmw pouco resolvidas. O Unico estudo
filogeografico exclusivo para essa espécie foiizadb por Lopes e Ditchfield (2009)

utilizando analises de polimorfismo dos fragmerdesrestricio do DNA (RFLP) do gene



mitocondrial citocromo b (citb), porém com uma atreogestrita a individuos da Mata
Atlantica no leste do Brasil. Esse estudo revelmtrg haplétipos, sendo dois compartilhados
por individuos da regido sul da Mata Atlantica e gmr individuos da regido norte, levando
0S autores a proporem a existéncia de uma qudbgedigrafica associada a um evento de
diviséo latitudinal de populacdes. Evidéncias deefestruturacdo genética na Mata Atlantica
também foram observadas para outros taxons de erasifCosta, 2003; Leite, 2003;
Moraes-Barro®t al, 2006; Tchaickat al, 2007;Mirandaet al, 2007;Martinset al, 2007;
Lara-Ruizet al, 2008), anfibios (Muller, 1973; Lynch, 1979; Faet} 2007; Carnavat al,
2009; Fitzpatricket al, 2009), répteis (Vanzolini, 1988; Pellegriabal, 2005; Wisteet al,
2005; Grazziotiret al, 2006) e aves (Bates al, 1998; Cabannet al, 2007 e 2008).

Além das relacdes filogeograficas pouco resolvidagistros na literatura apontam para
uma histéria taxonémica complexa para a espéciaurita foi descrita em 1863 por Tomes,
com localidade-tipo em Trinidad e Tobago, na An#ri@entral, com grande distribuicdo
geografica, ocorrendo desde o sul do México atédeste brasileiro (Wilson e Reeder, 2005).
Décadas mais tarde da descricad daurita, Anthony (1923) descreveu occidentaliscomo
uma espécie plena com localidade-tipo no Equadwgnp em estudos posteriores a espécie
foi considerada como subespécie (Sanborn, 1932dwWince Greenhall, 1961; Hernandez-
Camacho e Cadena, 1978; Jones, 1966; Tuttle, 1A¥@té mesmo sinonimia de aurita
(Solmsen, 1985).

Considerando-se qule. aurita possui ampla distribuicdo geografica, que a hestor
taxondmica desse grupo sugeriu a existéncia de deiam taxon, que ha evidéncias de
estruturacdo e diversificagdo genética com quelogebgrafica latitudinal em amostras da
Mata Atlantica e que os estudos disponiveis foraaseddos em poucos individuos e
localidades restritas, essa espécie se torna unmimgelo para estudos filogeograficos. Nesse
sentido, o presente estudo teve como objetivo iftnt o padrdo filogeogréafico e
populacional dé.. aurita utilizando uma amostra mais significativa em urseata geografica
ampliada através de analises de sequéncias de D&NAlois marcadores moleculares

mitocondriais e um nuclear.



METODOLOGIA

Amostragem

O presente estudo contou com 54 individuos.aiechorhina aurita coletados em 18
localidades (Figura 1, Apéndice), sendo 12 no B(&sio Paulo, n=5; Espirito Santo, n=26;
Paraiba, n=5; Bahia, n=1; Par4, n=1; Amapé, n4@y ae amostras do Peru (n=2), Equador
(n=3), México (n=2), Honduras (n=5) e Suriname (nTlambém foi adicionada a amostra
uma sequéncia de citocromo oxidase b (citb) dendividuo proveniente do México obtida

do GenBank(nimero de acesso: FJ155494). Para grupo exteramfgeradas sequéncias de

dois individuos do génerbonchorhina L. inusitata (ROM 120751) do Suriname k.
orinocensifROM 107813) da Venezuela.

Figura 1. Mapa com a distribuicdo dos espécimesLdaurita analisados no estudo. Em
sombreado destaca-se a distribuicao da espéciadsedMilson e Reeder (2005). Detalhes

das localidades no Apéndice.



Isolamento do DNA, Amplificacdo pela reacdo em wadea polimerase (PCR) e
Sequenciamento

As amostras de tecidos frescos conservados el éram submetidas ao protocolo
padrdo de extracdo de DNA com NaCl/SDS/Proteinasesdgundo Bruford (1992). A
amplificacdo foi feita através de PCR seguirmmoners jA descritos na literatura (segue
abaixo).

O gene mitocondrial citocromo oxidase b (citb)dmplificado utilizando-se gzimers
BATO5A: 5-CGACTAATGACATGAAAAATCACCGTTG-3' e BAT14A 5-
TATTCCCTTTGCCGGTTTACAAGACC-3' (Martinset al, 2007). As reacdes foram
realizadas em um volume final de 25ul contendodtachpdo, 2mM de Cloreto de Magnésio
(MgCl,), 0,2mM de dNTP (desoxirribonucleotideos livrésR4 uM de cada primer, 1U de
Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen, Inc.) e 5-50ng¥A molde completados com
agua Mili-Q. Os parametros da reacdo de PCR segudmam: (1) um passo inicial de
desnaturacao da dupla fita do DNA 95°C por 5 mmui®) 37 ciclos de 92°C por 1 minuto
(desnaturacédo), 47°C por 1 minuto (anelamento)C #&5r 1minuto (elongacao); (3) um
periodo de espera a 72°C por 5 minutos (Lopesahidatd, 2009).

Para a amplificacdo do marcador mitocondrial repigervariavel | da regido controle
do DNA mitocondrial (HV1) usou-se 0os primers  BrDIL: 5-
CCCAAAGCTGAAATTCTACTTAAACTA-3 e o] BrDIH: 5’-
ATGACCCTGAAGAAAGAACCAG-3’ (Moraes-Barros, 2006). Asacdes também foram
realizadas em um volume final de 25ul contendo dxathpéo, 2,5mM de Mg&10,16mM
de dNTP, 0,5uM de cadgprimer, 1U de Platinum Taq DNA Polimerase e 5-50ng de DNA
molde completados com &gua Mili-Q. O perfil da PIOR (1) desnaturacdo da dupla fita do
DNA a 94°C por 5 minutos; (2) 32 ciclos de 94°C gbrsegundos (desnaturacao), 55°C por
45 segundos (anelamento), 72°C por 70 segundosg@atéo); (3) um periodo de espera a
72°C por 10 minutos.

Finalmente para a amplificacdo do gene nuckRecombination Activator Proteii
(RAG2) foram utilizados osgprimers descritos por Bakeet al (2000): RAG2F1: 5'-
GGCYGGCCCAARAGATCCTG-3' e RAG2R2: 5-GRAAGGATTTCTTGCAGGAGT-

3'. As reacoes foram realizadas em um volume filea25pu| contendo 1x de solugéao tampéo,
2mM de MgC}, 0,2mM de dNTP, 0,24M de cadaprimer, 1U de Platinum Taq DNA
Polimerase e 5-50ng de DNA molde completados cama &4jli-Q. O perfil da PCR foi: (1)



desnaturacao da dupla fita do DNA a 95°C por 2 tosu(2) 35 ciclos de 95°C por 30
segundos (desnaturacdo), 63°C C por 30 segundedaif@ento), 72° C por 2 minutos
(elongacéo); (3) um periodo de espera a 72° C @amitutos.

O produto amplificado foi purificado com enzimasoBuclease | ehrimp Alkaline
Phosphatase(EXO/SAP) (GE Healthcare Life Sciencgse em seguida enviado para
sequenciamento (Macrogen, Coréia do Sul). Cadaseguutilizada no estudo foi submetida
a uma pesquisa comparativa de similaridad&eonBank(http://ncbi.ncim.nih.gov) utilizando
a ferramenta BLASTRasic Local Alignment Search Tdgdara verificar a ocorréncia de
contaminagdo e se as sequéncias correspondem awsdoras moleculares alvo. O
alinhamento das sequéncias de DNA obtidas foizaddi manualmente e comparado ao
alinhamento automatico produzido no programa MEGedvolvido por Kumaet al
(1994).

Andlise da Estrutura Filogeografica

Para a verificacdo do grau de saturacdo das basésotidicas foi usado o programa
DAMBE de Xia e Xie (2001). As relacdes filogenéticdas sequéncias de DNA obtidas
foram determinadas por agrupamentos de vizinhesighbor-Joining. NJ) e méxima
parcimbénia (MP), realizada no programa MEGA5 (Taenwt al, 2011); méaxima
verossimilhancga (ML) na plataforma online PhyMLs&y 3.0.1 beta (Anisimova, 2011); e da
Inferéncia Bayesiana (IB) no programa Mr. Bayess&er3.1 (Huelsenbeck e Ronquist,
2001). Além de inferir a relacédo filogenética dasoatras para cada um dos marcadores
moleculares, ainda foi feita uma anélise concat@ilad marcadores mitocondriais. O melhor
modelo de substituicdo nucleotidica para a MV éoiBelecionado no programa jModelTest
versao 0.1.1 (Posada, 2008). A relacdo hierarcenti@ os hapldétipos foi estabelecida numa
rede de hapldtipos utilizando o programa NETWORIKKs&e 4.1 (Rohl, 2000), baseada na
implementacdo do algoritmmedian—joining 0 qual gera uma arvorenjnimum spanning
tree) e adiciona os haplétipos intermediarios ausenigsndo o algoritmo de maxima
parcimbnia de Farris (Bandedt al, 1999).As divergéncias genéticas intra e inter clados
foram calculadas no MEGAS usando-se o modelo evoliimura 2-parametros (Kimura,
1980).No pacote estatistico ARLEQUIN™ versdo 3.11 (ExeoffLaval e Schneider, 2005)
foi realizado o teste de Mantel para avaliar a cor@elantre distancia genética e distancia

geogréfica.
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Historia Demografica das Populagbes

Para os estudos de historia demografica, foraoulealos os testes de neutralid&le
de Tajima (Tajima, 1989) les de Fu (Fu, 1997), para verificar se ha algum sieatxpanséo
populacional recent@u, 1997; Schneider e Excoffier, 1999). Além dissabém se calculou
a distribuicdomismatch(Rogers e Harpending, 1992, Harpendataal, 1998) e a soma do
desvio dos quadrados (SSD) para se verificar oidesire as curvas observada e esperada da
distribuicdo demismatch dentro do modelo de expansdo populacional. Padastas
estimativas foi utilizado softwareARLEQUIN™ com um parametro de 10000 replicacdes.

Ainda foram realizados calculos de estimativasetiepo de divergéncia do ancestral
comum mais recente ) dos clados formados por uma abordagem Bayestziascente
implementada no programa BEAST versao 1.5.3 (Drunthve®o Rambaut, 2007). Tal analise
foi feita através do céalculo de um relogio molecutdaxado usando como taxa de evolugéo
uma média de 2,6% por milhdo de anos, calculadadptimannet al, (2003) para o cib de
morcegos Phyllostomidae. Adicionalmente, o temsalde expansao dos grupogtau), foi

calculado também no programa ARLEQUIN™,

Andlises de Genética Populacional

O programa DNAsp versao 5.10.01 (Librado e Roza@9pfoi utilizado para calcular
0s niveis de polimorfismo dentro das populacOesravés dele foram estimados parametros
como diversidade nucleotidica (dN), diversidade Idtgpca (dH) e numero de sitios
polimorficos (s). A meédia de diferencas par-a-par €alculada usando o programa
ARLEQUIN™. As andlises interpopulacionais so forealizadas para populagées com pelo
menos trés individuos. O programa ARLEQUIN™ foiizéido para medir a diferenciacéo
genética entre as populacbes através da andlisardacia molecular (AMOVA) e das
estimativas dd-st (Wright, 1931). Também foram calculados os indidesdiferenciacao
genética entre os grupos de populacée$,(e entre individuos de todas as populacbss) (
A partir dos indices dést pode ser calculado o nimero absoluto de migrgaegeracao
(Nm) trocados entre as populacdes atraveés da fariMuh=1-FST/2FST (Hudsost al,
1992).
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RESULTADOS

Variabilidade Genética

A partir da analise dos 1043 pares de base (ph)ese@dos do gene citb de 55
individuos de diferentes 18 localidades, foram atragdos 19 haplétipos (C1-C19) com 73
sitios polimorficos, e destes 62 foram informativBara a regidao HVI foram sequenciados
396 pb de 54 individuos de 18 localidades distjrmiasse conjunto de dados encontrou-se 12
haplotipos (H1-H12) com 24 sitios variaveis, dosigu8 foram informativos. Para o gene
nuclear RAG2 foram sequenciados 1003 pb de 16imhatds de oito localidades distintas e
foram obtidos apenas dois haplotipos (R1-R2), comsitio polimorfico ndo informativo.
Devido ao gene RAG2 nédo apresentar variacao iniragpopulacional e a impossibilidade
de analise de variabilidade, optou-se por néo iinekse gene na analise.

Cada haplétipo dos marcadores mitocondriais foluskeo de uma localidade, com
excecdo dos haplotipos C1 e H5 que foram compadiile entre Espirito Santo (ES) e Bahia
(BA), e os C14 e H1l que foram encontrados tantaviéxico, como em Honduras. Os
haplétipos mais abundantes para ambos os marcadoaes registrados para o ES e a BA
(C1 e H5), ambos compartilhados por 24 individuéS%{ da amostra). Além disso, o
conjunto de dados mostrou-se com elevados valoeeddidersidade haplotipica (citb:
dH=0,7945 e HVI: dH=0,7714) e nucleotidica (citiN=t),01767 e HVI. dN=0,01427). Os

dados acima apresentados se encontram detalhatidsetal.

Estrutura Filogeogréfica e taxa de divergéncia

N&do houve saturacdo no conjunto de sequéncia adadis aléem disso, uma
heterogeneidade de composicdo de bases nuclestifticabservada. O melhor modelo
evolutivo para o gene citb foi Hasegawa-Kishino-¢ah Gamma (HKY+G), com um
parametro gamma de 0,1460, enquanto que para @rétyfl o modelo sugerido foi o
Hasegawa-Kishino-Yano + Gammapfoportion of invariable sitesHKY+G+l), com um

parametro gamma de 0,8980 e pinv de 0,7460.
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Tabela 1 indices de diversidade onde n = nimero de indddamostrados, nH = niimero de haplétipos, He =erdinte haplétipos exclusivos, s =

namero de sitios polimérficos, dH = diversidadelb@pica, dN = diversidade nucleotidica, H = hajplos,= = namero médio de diferencas par-a-par.

Gene Localidade/Populacdo Sigla n nH He S dH dN H T
Espirito Santo: Vitéria/Cariacica ESvc 16 1 0 0 0 0 C1 0
Espirito Santo: Sooretama ESs 4 4 3 10 1 0,00517 ,Cg21C3, C4 5,50000
Espirito Santo: Ibiragu ESi 5 1 1 0 0 0 C1 0
Espirito Santo: Pinheiros ESp 1 1 0 0 0 0 C1 -
Bahia: Ilhéus BA 1 1 0 0 0 0 C1 -
Sao Paulo: Sete Barras SPsb 2 2 1 1 1 0,00095 &5, C -
Sao Paulo: Serra do Mar/Peruibe SPsmp 3 2 1 1 D666 0,00065 C6, C7 0,66667
Citb Paraiba: Mamanguape PB 5 2 2 2 0,4000 0,00078 0, C 0,80000
Amapa: Mazagao AP 2 1 1 0 0 0 C12 -
Para: Maraba PA 1 1 1 0 0 0 C11 -
México: Chiapas e Quintana Roo MEX 3 2 1 17 0,6667 0,01070 C15, C19 -
Peru: Cusco PER 2 2 2 1 1 0,00094 Cie6, C17 -
Honduras: Colon HON 5 2 1 2 0,8000 0,00095 C14, C15 1
Suriname: Sipaliwini SUR 1 1 1 0 0 0 C18 -
Equador: Morona San Tiago EQU 3 1 1 0 0 0 Cl4 0
TOTAL: 18 15 54 19 18 73 0,7945 0,01767 - 19,1167
Espirito Santo: Vitéria/Cariacica ESvc 16 1 0 0 0 0 H5 0
Espirito Santo: Sooretama ESs 4 2 1 3 0,6670 04055 H5, H6 2
Espirito Santo: Ibiragu ESi 5 1 0 0 0 0 H5 0
Espirito Santo: Pinheiros ESp 1 1 0 0 0 0 H5 -
Bahia: Ilhéus BA 1 1 0 0 0 0 H5 -
S&o Paulo: Sete Barras SPsb 2 1 0 0 0 0 H7 -
Séao Paulo: Serra do Mar/Peruibe SPsmp 3 1 0 0 0 0 7 H 0
Paraiba: Mamanguape PB 5 2 2 4 0,4000 0,00415 H3, H4 1,20000
HV1 Amapéa: Mazagéo AP 2 1 1 0 0 0 H8 -
Para: Marabé PA 1 1 1 0 0 0 H9 -
México: Chiapas e Quintana Roo MEX 2 2 1 1 1 0,00278 H1, H2 -
Peru: Cusco PER 2 1 1 0 0 0 H10 -
Honduras: Colon HON 5 1 0 2 0 0 H1 1
Suriname: Sipaliwini SUR 1 1 1 0 0 0 H12 -
Equador: Morona San Tiago EQU 3 1 1 0 0 0 H11 0
TOTAL: 18 15 53 12 10 24 00,7714 0,01427 - 8,34978
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Para a analise dos marcadores concatenados o nmibdelo estimado foi o
HKY+G+l, com um parametro Gamma de 0,8710 e pin®,8290, diferindo para o modelo
de correcdo Bayesiana que resultou no modelo HKYe8@) um Gamma de 0,0980, esses
altimos parametros foram usados apenas para gedlag@wore de IB.

Os resultados das analises de NJ, MP, ML e IB ardos os marcadores
apresentaram topologias muito similares, por i¢gstraremos aqui somente as andlises
filogenéticas de IB (Figura 2). Os dois marcadamesdeculares mitocondriais utilizados
apresentaram resultados muito semelhantes, sesdn apresentaremos 0s resultados das
relacdes filogenéticas encontradas pela analiseatemada de ambos os marcadores, pois
essas deram maior resolucao nas relagdes intesclado

Analisando-se as arvores filogenéticas da andlisedois marcadores concatenados,
observa-se a formacdo de seis grupos estruturaglograjicamente (Figura 3): clado |
formado por individuos do norte da Mata AtlantieGaRharaiba (PB) e da Amazénia do Para
(PA) com suporte de 83%, clado Il formado por ifdims do sul da Mata Atlantica do
Espirito Santo (ES), Bahia (BA) e Sédo Paulo (SR) saporte de 97%; clado 11l formado por
individuos do extremo Norte do Brasil no Amapa (ABin um suporte de 100%, clado IV
formado por individuos do Suriname (um exemplak daurita e o exemplat.. inusitatado
grupo externo) com suporte de 99%, clado V formadts individuos dos Andes do
Equador e Peru com um valor de supate73%, e clado VI formado por individuos da
América Central de Honduras e da América do Naotéléxico com um valor de suporte de
67%. O clado VI se diverge do clado que contémlados I, II, Il, IV e V. Nao foram
observadas zonas de contato ou haplétipos contyzaitis entre os clados geograficos.

O clado | se dividiu no subclado la, formado pedasostras da PB e subclado Ib
formado pela amostra do PA. O clado Il se organamudois clados, um com amostras do
ES e da BA (subclado Ila) e outro com amostras Rliéctado 11b). No clado V também se
observa a separacdo das amostra do Equador (Vanuzstras do Peru (Vb), enquanto no
clado VI se observa uma separacdo das amostra®muias e Quintana Roo do México
(Vla) da amostra de Chiapas também no México (VIb).

A distancia genética intraespecifica encontradadiativamente pequena (2,2%) e a
distancia interespecifica variou de 2,3% @urita e L. inusitatd a 16,3% .. aurita e L.
orinocensi$. Os valores de distancia genética dentro dososlaéL. aurita foi baixo (0 a

0,9%), enquanto que as distancias entre os cladetrgu valores entre 1,8 a 3,4% (Tabela
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2). Quanto as distancias entre as populacdesteodedMantel confirmou a correlacdo entre a
distancia genética e a distancia geografica (P¥0,05

A amostra de.. inusitatatambém foi usada na construcédo da rede hierarglasa
haplétipos visto que essa amostra compds o claglardastras deonchorhina aurita Para o
gene citb a rede revelou que os haplétipos estiot@ados geograficamente (Figura 4),
semelhante ao encontrado para HVI, sendo que phraarcador a estruturagdo geografica
dos haplétipos foi consideravelmente menor, uma q@ 0S grupos geograficos estédo

separados por poucos passos mutacionais (Figura 4).
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Figura 2. Arvore de Inferéncia Bayesiana para o gene mitdahcitocromo b (citb) e para
regido hipervariavel | do d-loop (HVI).

15



Localidades '- B | | -'l

@ Honduras
@ Méuico - Quintana
@ Moo - Chiapas
B Ecundor
@ Peru
@ Suriname
@ Brasil- AP )
@ Beasil - PA 8.,
@ Brasid - P8 o
@ Brawil - BA
Brasd - E5
@ Brasi - 5P
@ Suriname (L. inusitata)

£

Clado I

| l=—.

Biomas
EAacGres
I Cantings
B Cerrado
I Ecdtonos Cermado-Amaninia
N Ecdtoncs Cerrado-Castings

Mata Atihntica

FPartanal

Zons Costewra

Zonas d¢ Transioho

Clado Il
Clade IV

Clade V

Clado Vi

he

Figura 3. Arvore de Inferéncia Bayesiana para andlise dasadares mitocondriais concatenados com o mapésttibdicdo dos espécimes
pelos biomas brasileiros e de fronteira.
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Tabela 2.Distancia genética em porcentagem dentro (desemmuenza) e entre os clados
formados para a analise concatenada dos marcadores.

Clados | 1l 1 [\ \ VI
I 0,5
Il 2 0,1
1l 2,1 2,4 0
v 2,2 2,3 1,8 0,3
\ 2,3 2,6 19 1,8 0,9
VI 3,4 3,3 3,2 2,9 2,9 0,4
citb ® ,
o4 -] ®
il o os s
-_.d'_"ﬂ_l @ ﬂ ._ .
o2t -4 10 JE 16 : 9 e e
-"'.\_\_\__,_-"'f [':l a 3
[
O ¢ l Localidades
. B Honchuray
2 B MEsien - Quintana Roo
B Mésico - Chiapas
@ . :_.umm
o e
a B Surireme
@ Braul- AP
@ Bragl - A
™ firass - Pl
@ Brasl - BA
H‘JI & Brazd - ES
b firasi - 5P
2 3 @ Siriname (L fnusitata)
L 3
" .
™ 2 o 2 ™ # - P, 3 & 2 l:l
@ =
e ¢ o—{>

Figura 4. Rede hierarquica de haplétipos para o gene citbigio HVI construida a partir do
critério demedian-joiningno programa Network 4.6.1. As areas dos circubmeespondem,

de maneira diretamente proporcional, as frequértmashaplotipos que os representam e 0s
nameros nas linhas representam a quantidade despass#tacionais entre os haplotipos,

sendo que a auséncia de numero significa um (¥ppasatacional.
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Historia demografica das populagfes

Para as analises demograficas foram usadas sopwmilacdes com pelo menos trés
individuos, sendo consideradas como uma populag@wo/iduos de localidades que fossem
distantes entre si por no maximo 20 quildbmetrosaber: populagcdo ESvc formada por
exemplares de Vitéria e Cariacica (n=16); populag&®s formada por espécimes de
Sooretama (n=4); populacdo ESi formada por indngdde Ibiracu (n=5) no ES; populacéo
SPsmp composta por exemplares da Serra do MarubPgin=3) em SP, populacédo PB
formada por individuos da Paraiba (n=5), populac®iN composta por espécimes de
Honduras (n=5) e populagcdo EQU composta por exeagtio Equador (n=3).

Todos os valores dEs de Fu significativos apontam para um rapido cresoio
populacional para as populacdes estabelecidasbte&tampara populagdo como um todo (todos
os individuos dd.. aurita usados no presente trabalho), enquanto que pBral® Tajima
nenhum valor foi significativo para os dois maraadanoleculares (Tabela 3).

Os graficos denismatchnao foram informativos, pois devido ao pequeno erante
individuos por haploétipos, a variacdordesmatchfoi pequena para a maioria das populacoes,
0 que nao permite a estimativa de dados demogsafi@s valores de rHarpending
significativos foram baixos, corroborando com oaremde expansao populacional recente, e
os indices dé&, e 6; demonstraram que as populacdes expandiram demani® reduzido
para um tamanho consideravelmente maior (Tabela 3).

A partir dos valores encontrados para os temposngestral Comum Mais Recente
(Tow), foi possivel estimar que a separacab.derinocensigdo cladoL. aurita + L. inusitata
ocorreu ha aproximadamente 667,6 mil anos. Os sl¥dle | + Il se divergiram ha 557,5 mil
anos atras, sendo que para a separacao do cldderlomntramos um valor de 401,4 mil anos
de divergéncia. Para a separacao dos clados ¥ll+do e V + lll e IV observa-se o valor de
584,6 milhares de anos, enquanto que o clado Y & IV se divergiram ha 444,1 mil anos
atras e o clado V e lll se diferenciou ha 381,8anids. Os subclados la e Ib se divergiram ha
pelo menos 253,3 anos, enquanto os sublados lilese kepararam ha 263 mil anos atras. Os
subclados Va e Vb se diferenciaram ha 276,8 mis &os subclados Via e VIb se separaram

ha 239,9 milhares de anos (Figura 5).

18



Tabela 3. Valores das estimativas dig, 6; e Tt com intervalo de confianga de 95% e
RHarpeding (RHarp) obtidos através da analiseidenatch distributiore os valores dEs de
Fu (Fs) e D de Tajima (D) para as populacfes estabekeeigera a populacdo como um todo

(todos os individuos amostrados).

Gene Populagéo 0o 0, T RHarp Fs D
ESvc 0 0 0 0 34x10" 0
ESs 18.47109 99999 10.05078 0,220  -0,39918),08338
ESi 0 0 0 0 34x107 0

city  SPsmp 0 99999 86.05273 0,560 -2,19722 0
PB 0 0 0 0,680 -5,40913 -0,97256
HON 0.00352 99999 2.75195 0,360 -4,77912 0,24314
EQU 0 0 0 0 34x10” 0
TOTAL 3.29238 124.39570 237.248050,0570 -24,15953 -0,14993
ESvc 0 0 0 0 34x10" 0
ESs 17.10000 99999 5.52148 1 -1,87180 2,01187
ESi 0 0 0 0 34x1Y 0
SPsmp 0 0 0 0 34xi0 0

HV1  pg 0 99999  3.25000 0,680 -4,29249 -1,04849
HON 0.00176 99999 2.65820 0,360 -4,77912 0,24314
EQU 0 0 0 0 34x107 0
TOTAL 0 0 0 0,047  -24,8266 -0,40308

Em negrito os valores significativos para Rharp, Fs e D.

|— Clado Via
— Clado Vib

L] Clado Ia

Clado Ib

| | - Clade lla

L Cladeb

- Clado Va

_ Clado Vb

Clado 111

Clado IV

Lanchorhing arinecensis

| I |
| I |
To0 600 500 400 300 200 mil anos

Figura 5. Esquema representativo para os tempos de Anc€sitralm Mais Recente {f/)

de cada clado observado em milhares de anos.
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Andlises Intra e Interpopulacionais

As diversidades haplotipicas (dH) e a nucleotidict$) para a espécie foram altas
para os dois marcadores moleculares (dH>0,5 e @957,

Para o gene citb, observamos que as populacoesSPSb, SPsmp, MEX, PER e
HON apresentaram alta dH, enquanto as demais mastitzaixa ou nula dH. A maioria das
dN foram baixas (com excecao das populacdes ESEX,M que indica que a maioria dos
haplétipos séo distintos entre si por poucos pasemacionais. Para a regidao HVI, a maioria
das dH foram baixas ou nulas (com excecéo das pgjes ESs e MEX) e a dN confirma o
padrdo de dH, sendo todas de valores baixos, coan(mica excecao para a populacdo ESs
(dN=0,00554).

Para ambos os marcadores moleculares as difeneacaspar foram pequenas em sua
maioria (exceto ESs para o citb), diferentementertmntrado para as popula¢cdes como um
todo. A partir desses dados € possivel inferir goegeral, as populacdes em separado séo
pouco diversas, mas que apresentam diferencadicagjuas entre elas, o que explicaria os
altos indices gerais (para a espécie como um tdddps os dados acima citados encontram-
se detalhados na tabela 1.

Com base nos resultados observados nas arvorgernidtca, para os teste de
AMOVA 1 foram propostos trés cendrios (Tabela 4)odlas as populacdes (ESvc, ESs, ESi,
SPsmp, PB, EQU, HON) formam um udnico grupo; Il: datro grupos formados:
ESvc+ESs+ESi+SPsmp, PB, EQU e HON; Ill: ha doipgsuleste (ESvc, ESs, ESi, SPsmp,
PB) e oeste (EQU e HON).

Para testar a hipGtese levantada Lopes e Ditchf281@9) que trata da subdivisdo de
populacdes na Mata Atlantica (MA) em dois gruposarn testados dois cenarios para o teste
de AMOVA 2 (Tabela 4): I: todas as popula¢gbes da EESvc, ESs, ESSPsmp e PB)
formam o mesmo grupo e Il: as populacbes da MA &nnos dois grupos propostos
previamente por Lopes e Ditchfield em 2009: Matrtica SUL (ESvc, ESs, ESi, SPsmp) e
Mata Atlantica NORTE (PB).

As andlises de AMOVA 1 sustentam a existéncia aggrqunidades evolutivamente
significantes (cenarios | e Il), corroborando #&waracdo populacional encontrada pelas
analises dos dois marcadores usados no estudoapa@sacdo encontrada entre grupos €

extremamente maior do que a encontrada dentroagaggrdes e entre as populagdes dentro
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dos grupos. O cenéario lll foi o pior cenario obselw, visto que a variacdo entre as
populacdes dentro dos grupos tem uma menor diferenge a diferenca entre os grupos
estipulados, além disso observa-se que o val6isdé relativamente maior do que o valor de
Fct, desta maneira esse grupo pode ser considerafittiadrt

Os resultados de AMOVA 2 dao suporte para a exiséte dois clados na Mata
Atlantica para ambos os marcadores molecularesp gmoposto por Lopes e Ditchfield
(2009), pois a fonte de variacdo entre os grupegtemamente maior do que dentro das
populacdes e entre as populacdes dentro dos gnaposnario Il. No cenario | mais uma vez
a diferenca encontrada entre as populacdes é bear dw que a encontrada dentro das
mesmas. Para ambos os marcadores moleculares epoudas valores mais elevados dos
indicesFct em relacdo aésc mesmo d-sc para HVI sendo alto, Bct € ainda maior, o que
corrobora a ideia de estruturacéo de grupos delpgms para ambos os testes de AMOVA.

A maioria dos valores dést entre os pares de populacdes sédo elevados o fqugare
mais uma vez a ideia de estruturacdo populacidrzddgla 5), nota-se algumas exce¢des com
valores de~st menores que 0,6 entre as populacfes do Espinitim.Salém disso, o calculo
do namero migrantes (Nm) mostrou auséncia de niiggapara a maioria das populacdes,
com excecao entre ESvc e ESi para citb e para aetévilre ESi e ESv e SPsmp e ESs para a
HVI.
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Tabela 4.Andlise da Variancia molecular (AMOVA) denchorhina aurita

Entre as

AMOVA  Cenarios Marcadores Dentro qas populacdes dentro Entre Fst Fct Fsc
populacGes d grupos
0S grupos
Todas as citb 3,04 96,96 - 0,96964 - -
populacdes
formam um
(nico grupo HV1 5,59 94,41 - 0,94409 - -
1 0)
Populagdes citb 1,99 2,80 95,21 0,98014 0,95213 0,58509
separadas en
quatro HV1 3,81 8,48 87,71 0,96190 0,87714 0,68991
grupos (1)
Populacdes citb 1,93 37,49 60,57 0,98065 0,60571 0,95093
separadas en
dois grupos HV1 3,93 46,54 49,53 0,96067 0,49525 0,92208
(1)
Todas as cith 6,60 93,40 - 0,93405 - -
populacdes
da MA
formam um HVI 6,81 93,19 - 0,93188 - -
Gnico grupo
2 )
PopulagGes citb 2,73 4,32 92,95 0,97270 0,92946 0,61304
da MA
separadas HVI 2,98 7,84 89,18  0,97019 0,89178 0,72454
em dois
grupos (1)

Tabela 5. Fst entre os pares de populacdes para o gene citix¢aleapara a regido HVI

(destaque em cinza acima).

ESvc ESs ESi SPsmp HON EQU PB
ESvc - 0,67677 0 1 0,97848 1 0,97379
ESs 0,52730 - 0,39394 0,73913 0,86521 0,91176 0,86033
ESi 0 0,21233 - 1 0,95000 1 0,93939
SPsmp 0,96392 0,29841 0,90228 - 0,93075 1 0,92563
HON 0,99465 0,94454 0,98744 0,97730 - 0,92727 0,91049
EQU 1 0,92445 1 0,98837 0,98107 - 0,94858
PB 0,99136 0,89938 0,97980 0,96199 0,97384 0,97223 -
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DISCUSSAO

Filogeografia deL. aurita

O presente estudo representa a anélise mais etantjal variacdo genética ldeaurita
até o0 momento, compreendendo 55 espécimes panmseccik e 54 para o marcador HVI de
18 localidades, com aumento de aproximadamente 3#®%spécimes e localidades em
relacdo a trabalhos anteriores. Foram encontraglesckdos estruturados geograficamente,
todos com haplétipos exclusivos, sendo um de aawsiv Sul da Mata Atlantica (MA), um
da regido norte da MA e do Para, um do extremceraot Brasil, um do Suriname, um da
regido Andina e por fim um da regido da Américatzre América do Norte, com valores
de divergéncia de sequéncia reduzidos (2,2%).

Observando-se as andlises de filogenia e oslodlcdos valores de divergéncia de
sequéncias, verificou-se que a amostra.alechorhina inusitataHandley e Ochoa, 1997 do
Suriname, utilizada a principio para enraizamerdoad/ore como grupo externo, sempre
esteve incluida no clado de aurita. Essa amostra compds um clado com a amostta de
aurita também do Suriname. Através da observacao das dedbaplétipos pode-se notar o
quao semelhante essa amostra € das demais, pnmeipa da do Suriname, sendo
diferenciada apenas por um passo mutacional pgeae citb e dois passos mutacionais para
o marcador HVI. Ainda, essa amostra ldeinusitata se diferencia dé&. aurita por 2,3%,
enquanto que a divergéncia dentroldeaurita € em meédia 2,2%. Contudo é importante
ressaltar que os espécimes nomeados donmusitataaté o final do século XX eram todos
identificados comoL. aurita, pois 0 género era monotipico até entdo. Alémodis®
descreverl. inusitatg 0os autores destacaram a maior semelhanca dgstaieecomL.
marinkellei Hernandez-Camacho e Cadena, 1978, do que Conaurita, sugerindo
consequentemente um questionamento da separacBéntadel. marinkelleie L. aurita,
visto a grande semelhanca genéticaLdaurita e L. inusitata Desta maneira sugere-se a
necessidade de uma ampla revisdo taxonémica paliarav validade das espécies do género.

De acordo com o arranjo dos clados observadosimwases filogenéticas, os baixos
valores de divergéncia de sequéncia dentro. @airita (0 a 3,4%) e alto valor de divergéncia
de sequéncia entrk. aurita e L. orinocensis(16,3%), pode-se afirmar que os clados

geograficos de.. aurita correspondem a populacbes e ndo a taxons distiptis eles
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apresentam pouca divergéncia entre si quando cachggicom o valor da divergéncia entre
0s espécimes analisados e o grupo externo. Aléso,dis amostras do Equador, localidade
tipo da subespéci¢. aurita occidentalis se diferenciam pouco das demais de outras
localidades (2,4%), o que da suporte a propostéSalensen (1985) na sinonimia das
subespéciek. aurita auritaeL. aurita occidentaliemL. aurita.

O padrao filogeografico geral esperado para ngoset semelhante ao das aves e
diferente do de pequenos mamiferos ndo voadoreéshf@id, 2000), apresentando pouca
estruturacdo populacional e baixa divergéncia dpi&ecia entre populacdes até mesmo
muito distantes geograficamente. Por outro ladgura estudos tem mostrado estruturagao
populacional para algumas espécies de morcegodnibiofi e Baker, 2001; Hoffmann e
Baker, 2003; Larseat al 2007; Martinset al, 2007) e até mesmo para algumas aves (Bates
et al, 1998; Bates 2000 e 2002; Aleixo, 2004; Chevibal, 2005; Cabanne 2007 e 2008).
Para o morcegtonchorhina aurita Lopes e Ditchfield (2009) encontraram dois cotgan
diferentes de haplétipos entre amostras do sul mode da Mata Atlantica. Tal resultado os
levou a acreditar qué. aurita também poderia ter estruturacdo populacional, npaeéte
estudo foi feito com uma amostragem reduzida e ponncas localidades distintas (12
individuos de quatro localidades).

O arranjo filogenético encontrado no presentdalte apresentou seis grupos
estruturados geograficamente, sendo quatro degtes rantes registrados na literatura (clado
[, IV, V, VI e subclado Ib) e dois coincidentesra o estudo de Lopes e Ditchfield (2009)
(subclado la e clado II). Além disso, observou-se q clado da MA Norte (subclado Ia) &
mais relacionado a um clado com uma amostra Ameadsubclado Ib) do que com as
amostras do sul da MA (clado Il). Os valores deedj@ncia observados pelo presente
trabalho foram baixos, compativel com o encontradl@studo de Ditchfield (2000), porém
estruturacao geografica associada a baixos valeresvergéncia de sequencia também ja foi
registrada para a espé@ieadypus variegatusa Mata Atlantica (Moraes-Barres$ al, 2006).

Ao se observar os valores de tempo de ancestralirnomais recente para 0S grupos

observados, nossos dados mostraram que a sepdacatesmos se deu ha pelo menos 239
mil anos atras. Desta maneira, os baixos valoredisiéncia genética encontrados entre 0s
clados poderia estar associado a alta pressaivaedefrida pelos marcadores moleculares
analisados.
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Vérias hipéteses podem ser levantadas para exglgclados geograficos formados,
sendo que tanto eventos histdricos e demografmoanto comportamentais e ecoldgicos
podem influenciar nas relacées dentro dos taxonss€A 2000). Analisando o conjunto de
dados gerado no presente estudo, acredita-se djierenciacdo entre os grupos geograficos
é correlacionada basicamente com a distancia demsgy(Atartouchet al, 2006). O teste de
Mantel confirma a relacdo entre distancia genétiageogréafica. Além disso, 0 panorama
encontrado corresponde a expectativa de que o @atbécrito seja de isolamento por
distancia, visto que ndo se observam transicOeseths entre linhagens divergentes para
ambos os marcadores e a espécie possui amplaulisio.

Outras hipoteses sdo recorrentemente levantadastdos filogeograficos classicos
para se explicar padrées de estruturacdo geogrdécalados. Dentre as hipoteses que
envolvem o componente histérico, destacam-se quatmeas com maior relacdo com 0s
resultados encontrados: 1- Teoria de que Mata #d¢kire Amazonia ja estiveram ligadas
entre si (Bigarellat al.,1975; Oliveira-Filho e Ratter, 1995); 2- Teoriaquajeografica, que
diz a respeito das mudancas da distribuicdo desstermares durante os periodos Terciario e
Quaternario, com sucessivas reducdes e aumento$velodo mar em Periodos Glaciais e
Interglaciais, respectivamente, levando a separdedama biota previamente continua na
Amazobnia (Haffer, 1969); 3- Teoria dos rios, quaefere a grande amplitude do leito dos
rios em alguns trechos, formando verdadeiras basred dispersdo e promovendo a
diferenciacédo até de aves e outras espécies st@adanargens opostas (Haffer, 1969); e 4-
Teoria dos refugios, que explora a possibilidadeettacao e expansao de florestas durante as
mudancas climaticas do Pleistoceno (Haffer, 196BitMbre e Prance, 1987), além da teoria
de diversificacdo por formacédo de cadeias montashddesmo que no geral essas teorias
sejam recorrentemente abordadas na explicacdo elgosvde especiacdo, elas também
podem ajudar a compreender as interrupcoes desflgé&nicos e a estruturacdo populacional
notadas pelas analises do presente trabalho.

A maior relagcdo das amostras do clado la, corogost amostras do norte da MA do
Brasil, com a amostra Amazoénica do clado Ib (PAxyde com as amostras ao Sul da MA
(clado 1), separadas em clados distintos ha peonas 253 mil anos, pode ser explicada pela
teoria de que Mata Atlantica e Amazénia ja estiveligadas. Costa (2003) também mostrou
gue espécies de pequenos mamiferos ndo voadoresri@oe ao sul da MA eram mais

proximas geneticamente de espécies amazonicas @cemre si. A autora notou que a
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similaridade de sequéncias foi muitas vezes maineeas amostras da MA e Amazonia
(AM) ou entre estas e as florestas da area céaraalleira do que dentro de cada um dos dois
dominios de floresta tropical, concluindo que a KB € historicamente isolada da AM. Tal
padrédo é explicado por Costa (2003) pelo fato basstas secas e abertas da area central do
Brasil ndo estarem isoladas dos biomas tropicay pontrario, durante o Pleistoceno
estariam funcionando como uma eficiente ponte de)x@o entre os biomas MA e AM,
baseado nisso a autora concluiu que os biomas amazé atlantico ndo sdo exclusivos
quanto a fauna.

A separacgao das amostras da MA nos clados 11$PS BA) e la (PB), diferenciadas
h&a cerca de 400 mil anos, pode ser embasada peia dos refugios. Acredita-se que antes
da retracdo e expansdo das matas que ocorreraneistb¢&no causadas por alteracdes da
temperatura e umidade nos periodos glaciais eglatgais (Ab'Saber, 1977; Clapperton,
1993; Hewitt, 2000; Ledret al, 2005), haviam conexdes que possibilitavam ooflg&nico
entre as populagBes, mas que depois que os espéitimen separados em ilhas de mata
umida durante esse processo, eles tiveram tempuesié para se diferenciar. Tal teoria foi
testada em 2008 em estudo de Carnaval e Moritzaaees de modelos florestais de acordo
com registro de pélen e modelos paleoclimaticosifae areas de estabilidade historica que
combinam com o0s centros atuais de endemismo desvéakons. A teoria dos reflgios é
recorrentemente abordada para explicar o padramtado na Mata Atlantica para diversos
taxons (Costa, 2003; Grazzioghal, 2006; Moraes-Barrost al, 2006; Mirandaet al., 2007,
Martins et al, 2007; Cabanne, 2007; Carnaval e Moritz 2008;aiRwiz et al, 2008;
Carnaval et al, 2009). E importante ressaltar que a idade dergéncia dos clados
observados no presente estudo ndo sdo compativeis Gltimo evento de glaciagédo (11 mil
anos atras), mas acredita-se que eventos de @lac@teriores possa ter influenciado na
atual distribuicdo das espécies, pois foram reglss pelo menos 16 eventos de glaciacédo
durante o Pleistoceno, no periodo Quaternario,csgné a média de duragdo desses eventos
foi de 100 mil anos (Salgado-Labouriau, 1994; Sogtial, 2005). Além disso, observa-se
uma grande reducéo da faixa de MA ao longo da amtegido nordeste do Brasil, sendo
grande parte da regido dominada pela Caatingagtgtacdo por ndo ser de mata fechada,
ndo é comumente habitada por aurita 0 que pode ter atuado como barreira entre as
amostras do sul e norte da MA.
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O clado Il é composto por amostras da AM, seestas do extremo norte do Brasil.
A separacdo das amostras amazonicas do Para (blreoAmapé (clado Ill) poderia ser
explicada pela teoria de Wallace (1852). Wallacepps uma hipdtese para os diversos
padrbes filogeograficos obtidos na Amazébnia, nosigjas divergéncias seriam definidas
devido ao Rio Amazonas estar se comportando comeitzageografica em alguns trechos de
seu percurso (assim como na teoria dos rios).d?lte(2005) atribuiu aos rios, sé que dessa
vez da Mata Atlantica, a estruturacdo geograficaentada para a espécie de lagarto
Gymnodactylus darwiniiPorém esta teoria ndo pode ser aplicada ao @ukemno estudo,
pois a separacdo das amostras ocorreu ha 584 osilaéirdas, bem posterior a formagéo do rio
Amazonas (11 milhdes de anos). O panorama de sdpamas amostras amazonicas
encontrado pode entédo ser explicado pela teoreoBabgrafica, uma vez que os eventos que
levaram a formacdo dos mares internos amazonicogeoam no terciario e quaternario,
podendo assim coincidir com a data de divergénusacthdos.

O clado IV é composto por amostras do Surinameamdas também do bioma
amazonico e se diverge das demais, provavelmergaaappela distancia geografica e
consequente isolamento. Além disso, estudos recap@ntam que a aparente unidade dos
atuais biomas pode ser enganosa, e uma historiplexenpode estar na base da formacgéo e
das interacdes biogeograficas desses ecossist@etemokaet al, 2007). Tal hipotese pode
explicar a divergéncia de amostras que compde usmméioma, como na separacao de
amostras da MA dos clados Il e la e das amostraazAnicas dos clados Ib, 1l e IV.

O clado V é composto por amostras andinas, @fsiitas de areas elevadas, e talvez
por diferencas geradas pela ocupacéo desse nishe asiostras se divergiram das demais.
Novamente a separacdo das amostras do clado Vase deve possivelmente a distancia
geografica, ou ainda pela separacédo dos individooyvales entre as montanhas que atuam
como uma barreira geografica, visto que as amosiiascaracteristicas de ambiente de
altitude.

O clado VI é composto por espécimes da Américar@lefiionduras) e América do
Norte (México) e quanto a separacdo dessas amamtnasim clado com amostras de
Honduras e Quintana Roo do México (Vla) e um cleglm amostra do Chiapas também do
México (VIb), é sabido da presenca de elevadass&leaplanalto entre as localidade de
Chiapas e Quintana Roo. Desta maneira, supfe-s® gekevo de altitude esteja atuando

como uma barreira eficiente entre as populacfesjiastdo. Ha na literatura evidéncias de
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cadeias de montanhas separando popula¢gfes de wmrcegio observado para as espécies
de morcego do génerGarollia por acdo da cadeia montanhosa dos Andes (Hoffreann
Baker, 2003), para a espééieronotus davymo México (Guevara-Chumaceebal, 2010) e
para os molossidedshaerephon atsinananaC. leucogasterde Madagascar (Lamdt al,
2012).

Quanto aos componentes comportamentais e ecoldgieomfluenciam no padréo de
diferenciacédo dos clados observadosleraurita € possivel citar fatores tais como dispersao
limitada, filopatria de fémeas e dispersdo med@atamachos, habito de vida e estratégia de
forrageio. Pard.. aurita ha poucos dados ecoldgicos e comportamentaigaratlira, mas
acredita-se que eles, por serem da subfamilia ddtgthinae sdo caracteristicos de matas
fechadas (Lopes e Ditchfield, 2009) e forrageiadxipnos aos rios (informacéo pessoal de
Ditchfield), ndo percorrendo assim longas distéeiatre fragmentos de mata, além de que,
pelo fato de serem morcegos de pequeno porte, d@capazes de voar longas distancias.
Além disso, sabe-se gue aurita possui habito de vida cavernicola e de formacdo de
colénias, 0 que mais uma vez sugere uma limitagjzedido para o grupo, vindo corroborar a
proposta de isolamento por distancia.

A estrutura detectada para os marcadores mitoetmdambém pode ser atribuida a
um processo de filopatria de fémeas dadas as edsiitias destes marcadoresg(
McCracken, 1987; Chesser, 1991; Worthington Wilreeal, 1999; Castellat al, 2001;
Miller-Butterworth et al, 2003; Kerth e Morf, 2004, Riveet al, 2005; Armstrong, 2006;
Furman, 2008; Weyenetbt al, 2011; Lambet al, 2012). Geralmente em mamiferos
(Greenwood, 1980), e em morcegos em particulartifiK&006), as fémeas tendem a ser
muito mais filopatricas do que os machos. Assimasenecessarios estudos com marcadores
nucleares de alta taxa de evolucdo para sabertdbetogéio dos machos no processo, ja que o
marcador utilizado no estudo (RAG2) revelou baissiabilidade, assim seria adequado a
andlise de microssatélites, que tem uma taxa de&ugdm semelhante a de marcadores

mitocondriais e € de origem nuclear.

Historia demografica

Analises de estruturacdo populacional, histéeimabrafica e caracteristicas genéticas

de populacbes podem fornecer informacdes sobreegsos que levaram aos padroes
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observados de variagdo genética entre grupos (Bmetsal., 2001), pois a oscilacdo no
tamanho das populagbes provoca tragos particurespodem ser detectados em dados
genéticos de sequéncias de DNA (Slatkin e Hudse®1;1Rogers e Harpending, 1992). Por
exemplo, comparacdes entre diversidade de hapsowpaliversidade nucleotidica podem
apontar eventos demograficos de uma populacao ifMaret al., 2006). Segundo Grant e
Bowel (1998), populagbes com valores altos de digade haplotipica (dH>0,5) e baixos
valores de diversidade nucleotidica (dN<0,005) ipebsente passaram por evento de
gargalo populacional seguido de rapido crescimdatnografico. Isso ocorre devido ao fato
de que nestes eventos de expansdo populacionaltirgp@éa uma tendéncia a retencao de
novas mutacdes (Fu 1997), enquanto que populagiesvalores elevados de diversidade
haplotipica e nucleotidica podem representar pgpaka com estabilidade populacional e
longa historia evolutiva.

O conjunto de dados do presente estudo apont@u ymaa expansdo demografica
recente para algumas populacdes (SPsb, SPsmpHEERe MEX), visto que os valores de
dH elevados estavam associados a um baixo valodNle Indicacbes de expansao
populacional recente associadas a elevados vallereH e baixos valores de dN também
foram encontradas para outros morcegos, como gctalus azoreunmo arquipélago de
Acores em Portugal (Salgueist al, 2004),Miniopterus schreibersitambém em Portugal
(Pereiraet al, 2009) eChaerephon leucogastem Madagascar (Lanet al, 2012).

Um estudo realizado em 2008 por Carnaval e Moellzcionou dados de simulacéo
climatica com estudos paleopalinolégicos e de éitmgafia e descreveu um cenario no qual,
durante o Pleistoceno, existiu uma area de florestapre verde e continua na Babhia,
enquanto ao sul desta area as simulac6es mosteprara clima ndo era capaz de sustentar
uma area de florestas como as de hoje. Os autmi@s @ncluiram que nesta regido a floresta
deve ter ficado restrita a fragmentos muito pegseaem areas de maior pluviosidade
(Whitmore e Prance, 1987). De acordo com Lestsal (2003) a existéncia de refugios
pressupde uma contracdo populacional associadaagméntacdo do habitat e uma
subsequente assinatura de expansédo nos marcaduessilares, que pode ser fruto tanto de
uma expansdo demografica como uma expansao geeagrgfique ambas deixam a mesma
assinatura nos marcadores moleculares @Ray, 2005).

O cenario encontrado no presente trabalho coraobordeia dos reflugios para as

amostras do leste do Brasil, em especial para 8alo,FEspirito Santo e Paraiba, visto que 0s
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resultados do teste d&s de Fu, quando foram estatisticamente significatiapresentaram
valores negativos, 0 que sugere uma expansao jpamahrecente (Fu, 1997). Além disso,
os valores de dH e dN mostraram que os diferemstei®tipos sdo distintos por poucos passos
mutacionais, 0 que mais uma vez aponta para unensap recente (Grant e Bowel, 1998).
As amostras do Peru, Honduras e México também emeram um perfil de expanséo
recente, mas tal achado foi baseado em um numearoepe de amostras, deste modo
qualquer conclusdo merece ressalvas.

Assim, é possivel sugerir que a baixa divergéan@ntrada entre as sequéncias dos
marcadores moleculares nos clados formados possdeserrente de um efeito gargalo
sofrido pelas populagbes, o0 que é reforcado pddol®s que apontam para um evento de
expansao populacional recente. Acredita-se que apéteito bottleneckenfrentado pela
populacdes ocorreu perda de alelos, gerando bameagé@ncia genética interpopulacional e
baixa divergéncia entre os clados também. Tal ég@dé embasada pelo fato das populacdes
terem expandido de um numero pequeno de indivigacs nimero bem maior, conforme
mostrado pelos valores @g e 61 do presente trabalho, 0 que sugere que o atualiocese
diversidade génica tenha vindo de um pequeno estoguial.

E importante ressaltar ainda a discrepancia adssipara a regido HVI, pois foram
encontrados valores inesperados para os indicesladds, sendo que indices como namero
de diferencas par-a-par e nimero de sitios polioo&fforam muito menores para a HVI do
que para o gene citb que conhecidamente tem untac&eomenos acelerada. Desta maneira,
acredita-se que pard. aurita a HVI tem se mostrado como uma regido altamente
conservavel, ndo sendo assim um bom marcador paagdp de dados populacionais para a
espécie, assim como Roottzal (2012) observou para o género do marsiiebureus

Estrutura genética

A andlise de AMOVA testa a existéncia de estrutimagenética comparando a
variabilidade genética entre e dentro das poputag@eando o valor de AMOVA é maior
dentro das populacdes do que entre elas, inditataede estruturacdo geografica (Excoffier
et al., 1992). Em nossas analises o valores de AMOVA foraaiores entre 0S grupos e

populacdes do que dentro delas, coincidindo conpanindo de estruturacéo populacional.
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As andlises de AMOVA confirmaram a existéncia datgugrupos com estruturacao
geografica, coincidentes com quatro dos clados rdramos pelas analises filogenéticas
(clado Ia, Il, V e VI) e com a rede de haplotipasagla que mostrou a formagcdo grupos
estruturados por localidade. Além disso, os da@goAMOVA também apontaram para uma
divisdo populacional entre as amostra da MA, poiareacao entre os grupos de populagdes
Sul e Norte da MA foi extremamente maior do queesrs populagbes. Evidéncias de
estruturacdo populacional na Mata Atlantica é meche em outros trabalhos.§, Costa,
2003; Leite, 2003; Pellegrinet al, 2005; Wisteret al, 2005; Grazziotinet al, 2006;
Moraes-Barroset al, 2006; Martinset al, 2007; Fouquet, 2007; Mirandat al, 2007,
Cabanneet al, 2007 e 2008; Lara-Rugt al, 2008; Carnavatt al, 2009; Fitzpatriclet al.,
2009).

Os valores dé&st entre todas as populacdes foi elevado, acimaéd@-€geland, 2005) e
0 numero de migrantes por geracdo se mostrou bduzid®. Esses dados, em conjunto,
apontam para um isolamento genético entre as pgjmsda Slatkin (1987) sugeriu que um
migrantes por geracao ja € suficiente para superderiva genética entre as populacoes.
Contudo, estudos mais recentes (Mills e Allendb®96; Vucetich e Waite, 2000) sugeriram
que um nuamero de migrantes entre trés e 10 € qudeal para a coesao entre as populacoes,
0 que favoreceria a manutencéo da diversidade gédiquantidade de alelos trocados entre
as populacdes € indicativo de estruturacdo ou raonth espécie (Barton e Hewitt, 1985),
pois a migracdo homogeneiza as frequéncias aléinae populacdes através do fluxo
génico, o que impede a fixacdo de adaptacdes logaddindo assim a diferenciacédo (Barton
e Hewitt, 1985). Parh. aurita, a maioria das populacdes analisadas (86% paea® gtb e
95% para o marcador HVI) ndo apresentou mais dagqumigrante entre elas por geracao.

Quanto ao tempo de divergéncia do ancestral maiente, notamos valores
consideravelmente altos (acima de 230 mil anogleonos indica que a separacao dos clados
é antiga. Tal dado da suporte a estruturacdo demgrancontrada entre os clados e
populacdes.

Em resumo, os dados moleculares desse trabalhaesuggue as populacbes de
Lonchorhina auritasédo altamente estruturadas, com altos valores-sie auséncia de
migracdo entre quase todas elas e sinais de expaasgnte. A estruturacdo populacional
observada enh. aurita além de poder ser associada a efeitos como dstgrografica e

fatores ecoldgicos e comportamentais da propriacesprepresenta um bom modelo para se
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testar as teorias de diferenciagdo genética digpisnina literatura. Para aprimorar a
elaboracdo de hipoteses serdo necessérios estudptementares englobando individuos de
areas ndo amostradas e outros marcadores mitcagndom taxa de evolucdo mais

acelerada, além de estudos com marcadores nuctEanaisrossatélite.
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APENDICE

Espécimes utilizados na andlise da sequéncia de ggéocromo b (citb) e regido
hipervariavel | do d-loop (HVI):

PAIS - ESTADO (sigla): Localidade(coordenada geogréafica): nimero de identificacdo do
exemplar (haplétipo citb, haplétipo HVI).

Siglas referentes as cole¢fes ou coletores: ADerfDitchfiedl, VP: Vinicius Pimenta, GM:
Geovana Mendes, LN: Leandro Novaes, RF: RicheBitds e PM: Poliana Mendes; SM:
Susan Murray; ROM: Royal Ontario Museum; BR: esdrdd Brasil, APC: A.P. Carmignotto

e AC: A. Cesari; FMNH: The Field Museum of Natukaktory; TK: Texas Tech University;
MBML: Museu de Biologia Melo Leitdo; ASK: Angelo&e University Texas Tech.

BRASIL - AMAPA (AP): Vila de Maraca, Mazag&o (00°13'37" N, 51°43'18" W): BR156-
10 (C12, H8), BR156-33 (C12, H8PARAIBA (PB): Reserva Guaribas, Mamanguapé
(6°41'20" S, 35°07'31" W): AD60 (C9, H3), AD 619CH3), AD 62 (C10, H4), AD 63 (C9,
H3), AD 64 (C9, H3).BAHIA (BA): Ilhéus, Castelo Novo (14°26' S, 39°03' W): MBML
1871 (C1, H5).ESPIRITO SANTO (ES): Pinheiros, Corrego do Veado(18°22'14" S,
40°08'28" W): GM 33 (C1, H6)500retama, Reserva de Sooretan(@9°03'22" S, 40°08'50"
W): VP 264 (C2, H6), VP 311 (C3, H5), VP 316 (C&H)HVP 317 (C1, H6)ibiracu, Area
de Relevante Interesse Ecoldgico Morro da Vargerfl9°53'28” S, 40°22°'43” W): PM 27
(C1, H5), PM 28 (C1, H5), PM 29 (C1, H5), PM 32 (G15), PM 47 (C1, H5)Vitoria,
Parque Estadual da Fonte Grandg20°18'14" S, 40°20'11" W): AD 917 (C1, H5), ADXD2
(C1, H5), AD 923 (C1, H5), AD 925 (C1, H5Jariacica, Reserva Bioldgica Duas Bocas:
LN 16 (C1, H5), LN 18 (C1, H5), LN 19 (C1, H5), LRD (C1, H5), LN 26 (C1, H5), LN 29
(C1, H5), LN 30 (C1, H5), LN 31 (C1, H5), LN 32 (CHI5), LN 58 (C1, H5), RF 10 (C1,
H5), RF 11 (C1, H5)SAO PAULO (SP): Peruibe, Estacéo Ecoldgica Estadudh Juréia-
Itatins (24°19'51" S, 47°20'38" W): AD 610 (C6, H7); Pardgdstadual da Serra do Mar,
Nucleo Pedro de Toledo (24°16'01" S, 47°13'57" YARC 1315 (C7, H7), APC 1316 (C6,
H7). Sete Barras, Fazenda Intervale$24°14'08" S, 48°04’'42" W): SM 04 (C5, H7), SM 07
(C8, H7).
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EQUADOR - Morona San Tiago: Cueva de los Tayos orhé Rio Pastaza01°56'12"S,
77°47'36" W): ASK 7734 (C13, H11), ASK 7736 (C13,H, ASK 7738 (C13, H11).
HONDURAS - COLON: Truijillo, Parque Nacional Capiro Y Calentura (15°52'N, 85°56'
W): TK 136232 (C14, H1), TK 136233 (C14, H1), TKeI®1 (C15, H1), TK 136839 (C15,
H1), TK 136840 (C14, H1).

PERU - CUSCO: Paucartambo(13°01'25" S, 71°29'30" W): FMNH 174715 (C16, M10
FMNH 174718 (C17, H10).

MEXICO - CHIAPAS: Tonala, Rio Ocuilapa (16°48" N, 93°40'18" W): TK 20559 (C19,
H2), FJ155494 (C19DUINTANA ROO: Tulum (20°1243" N, 87°27%8" W): ROM 38227
(C15, H1).

SURINAME - SIPALIWINI: Rudi Kappelvliegveld (03°48' N, 56°48' W): TK 151458
(C18, H12).
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