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1. INTRODUCAO

A crise da biodiversidade, relacionada a elevadas taxas de extingdo de
espécies, sobretudo devido a pressdes antropicas, ressalta o problema do
impedimento taxondmico, uma vez que 0 numero de taxonomistas € reduzido
guando comparado com o elevado numero de espécies a serem descritas. No
ritmo de extincdo atual, muitas espécies serdo perdidas antes mesmo que sejam
conhecidas e que medidas para protegé-las sejam adotadas (BUTCHART et al.,
2010). A delimitacdo e descricAo das espécies € um ponto crucial para
compreensao da biodiversidade, contudo € um processo demorado e minucioso.
Idealmente, busca-se que as descricbes sejam realizadas em uma abordagem
integrativa, incorporando multiplos aspectos como filogeografia, morfologia
comparativa, ecologia e comportamento (DAYRAT, 2005; WILL et al., 2005). Na
pratica, entretanto, a maioria dos taxonomistas utiliza principalmente aspectos
morfolégicos nesse contexto.

O uso de sequéncias de DNA que auxiliem na discriminacdo de espécies
vem se mostrando uma ferramenta de grande auxilio na taxonomia morfolégica
nos ultimos anos. Segundo Hebert et al (2004), o uso destas técnicas tem sido
eficaz na delimitacdo de espécies identificadas como espécies cripticas e/ou que
pertencem a um complexo de espécies. O conceito de espécie criptica €&
entendido como um grupo de espécies que sdo morfologicamente idénticas,
isoladas reprodutivamente e muito frequentemente simpatricas. Neste conceito
enquadram-se as espécies do género Carollia sp. (Chiroptera: Phyllostomidae).
Este género € composto por morcegos de pequeno a médio porte, com habitos
frugivoros, que se encontram amplamente distribuidos desde o México até o norte
da Argentina, incluindo Brasil e Paraguai (PAVAN et al, 2011). Atualmente o
género inclui oito espécies: C. benkeithi, C. brevicauda, C. castanea, C. manu, C.
monohernandezi, C. perspicillata, C. sowelli e C. subrufa (VELAZCO et al, 2013).
A taxonomia deste género tem sido um desafio para muitos especialistas, visto
gue a morfologia dos principais caracteres diagnosticos apresentam variacao
fenotipica populacional (JARRIN et al, 2011).

Carollia perspicillata e C. brevicauda sao espécies irmas mais amplamente
distribuidas do seu género, e de fundamental importancia para os processos de
regeneracao de florestas tropicais, visto que sao dispersores de sementes de
plantas pioneiras. Estas duas espécies sao caracterizadas por apresentarem
baixa divergéncia genética interespecifica (VELAZCO, 2013). Estudos recentes
justificam esta baixa variabilidade a uma origem recente com distribuicdo
simpatrica dentro da regido da Amazénia (HOFFMAN; BAKER, 2003; PAVAN et
al, 2011). Devido ao desafio que tem sido distinguir corretamente C. brevicauda e
C. perspicillata, este trabalho tem como objetivo determinar a eficiéncia da analise
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de rede de haplotipos para auxiliar a identificagdo e delimitagdo destas duas
espécies cripticas.

2. METODOLOGIA

Amostras de tecidos (biceps ou pedaco da asa) dos espécimes de Carollia
sp. aqui analisados foram obtidas em coletas realizadas em sete localidades dos
estados do Par4 e Maranhéo, representando uma porcao da area de distribuicdo
simpatrica de C. perspicillata e C. brevicauda na Amazbnia. A coleta e a
identificacdo prévia dos espécimes foram realizadas pela equipe de
pesquisadores do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), coordenada por LCT.
As amostras foram preservadas em alcool absoluto e armazenadas em freezer.

Para isolamento do DNA total, foi utilizado o kit de extracdo DNeasy®
Blood and Tissue (Qiagen), seguindo o protocolo padrédo informado pelo
fabricante. O fragmento do gene mitocondrial citocromo oxidase | (COIl) foi
amplificado utilizando o par de primer universal LCO1490 e HCO2198 (FOLMER
et al, 1994). As amplificacbes foram feitas por PCR em um volume final 25ul
usando aproximadamente 150ng de DNA, 0,6mM de cada primer, 1U de Taq DNA
polymerase recombinant (Invitrogen), 0,4mM de cada dNTP, 1X de tampéo e
3mM de MgCl,. O programa de PCR seguiu as seguintes etapas: 5min de
desnaturacdo a 95°C, 35 ciclos de 1min a 95°C (etapa de denaturacao), 1min a
50°C (etapa de extensdo), finalizando com uma etapa de elongacdo de 5min a
72°C. Os amplicons foram conferidos em gel de agarose 1%, corados com
GelRed (Biotium). As amostras positivas para o tamanho de aproximadamente
700pb foram purificadas seguindo o protocolo do kit lllustra™ GFX™ DNA and
Gel Band Purification (GE Healthcare). As amostras foram enviadas para
sequenciamento na empresa Macrogen (http://dna.macrogen.com/eng/). Ambas
as fitas (forward e reverse) foram sequenciadas.

A gqualidade dos cromatogramas do sequenciamento foi verificada com o
programa FinchTV v1.4.0 ( Geopiza, Inc.). As sequéncias consenso foram
montadas com auxilio do pacote de programas Stadem Package (STADEM,
1996), e o alinhamento das sequéncias com a ferramenta ClustalW (HIGGIS et al,
1994) contida no programa MEGA6 (TAMURA et al, 2013). Para evitar o uso nas
analises de copias de DNA mitocondrial presentes no genoma nuclear (NUMT’s),
as sequéncias utilizadas foram analisadas de duas formas: identificacdo de
amostras que apresentavam tamanho esperado de 700pb do amplicon e auséncia
de stop cdédons. As estimativas de diversidade genética foram calculadas no
programa DnaSP5.19 (LIBRADO e ROZAS, 2009). A rede de haplotipos foi
construida usando o algoritmo median-joining no programa Network (BANDELT et
al, 1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas 43 sequéncias de COI de Carollia sp. todas com tamanho
amplificado proximo do esperado de 700pb. As sequéncias analisadas nao
apresentaram stop cédon, sendo que a matriz de dados finalizou com um
tamanho total de 666pb e 41 sitios polimérficos, sendo 12 parcimoniosamente
informativos e 29 mutagdes Unicas (singletons). Foram encontrados 29 haplo6tipos
representando uma diversidade haplotipica (Hd) de 0,9502 e diversidade
nucleotidica (1) de 0,00607.

A andlise de rede de haplotipos (Figura 1) revelou a formagdo de dois
agrupamentos principais, conectados por alguns hapl6tipos ndo amostrados e
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alguns poucos passos mutacionais. O grupo | é formado por haplétipos presentes
nas amostras da ReBio Gurupi Norte, ReBio Gurupi Sul, Moju, Tailandia,
Paragominas, Nova Ipixuna e Vizeu. O grupo Il é formado por haplotipos
presentes em amostras da ReBio Gurupi Norte, Tailandia, Paragominas e Vizeu.

Houve compartilhamento de haplotipos entre as populagdes de ReBio Gurupi
Norte, Paragominas, Tailandia e Vizeu. Dentro de cada grupo verificou-se o
compartilhamento de haplotipos entre individuos de diferentes localidades,
totalizando cinco haplétipos compartilhados.

Grupo 2 H21Q [l REBIO do Gurupi Norte

W REBID do Gurupi Sul

O Estacdo Experimental Moju

B Fazenda Marupiara Taildndia

M Fazenda Vitdria Paragominas
W Fazenda Capixaba Mova lpixuna

B S0 José do Gurupi Vizeu

HEO H 2:@ Grupo1

Figura 1 - Rede de haplétipos construida usando o algoritmo median-joining no programa
Network. Os circulos representam diferentes haplotipos, os didametros sdo proporcionais
a frequéncia dos haplétipos.

4. CONCLUSOES

Nessa andlise inicial, as nossas sequéncias aparentemente demonstraram
uma estruturacao populacional representado por dois grandes agrupamentos de
haplétipos. Além disso, parece existir fluxo génico entre as populacdes
representado pelo compartilhamento de haplétipos por individuos de uma mesma
populacdo. Apesar disso, ndo foi possivel delimitar C. perspicillata de C.
brevicauda, por esta metodologia.
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