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INTRODUCAO

Tadarida brasiliensis (Chiroptera, Molossidae) (I. Geoffroy, 1824) € uma
espécie amplamente distribuida desde o sul dos Estados Unidos ao sul da
Argentina e Chile. No Brasil ndo ocorre de maneira uniforme, possuindo maior
abundéancia nas regides sul e sudeste, ocorrendo em baixa densidade nas
demais regides (FABIAN; GREGORIN, 2007).

Apesar de sua ampla distribuicdo e importancia, ainda nao existe no
Brasil trabalhos que caracterizem as constituicbes genémicas do DNA
mitocondrial de tal espécie. No continente americano, ha estudos somente no
hemisfério norte (RUSSEL et al., 2005; RUSSEL et al., 2011). O objetivo deste
trabalho é identificar a diversidade genética da regido controladora do DNA
mitocondrial (D-loop) em individuos de T. brasiliensis coletados na regido sul
do Rio Grande do Sul, Brasil, a fim dedetectar polimorfismos para futuras
inferéncias sobre populacdes. A regido controladora do DNA mitocondrial
(regido D-loop) foi escolhida por ser um o6timo marcador molecular para
estudos de diversidade genética e diferenciacdo de populacdes, pelo fato de
apresentar heranca materna, ndo sofrer recombinacdo, possuir altas taxas de
mutacdo, ser facilmente isolado e, para o caso da regido D-loop, parecer
exercer controle de replicacéo e transcricdo do DNA mitocondrial (ARIAS et al.,
2003).

METODOLOGIA

Coletas

Os animais foram coletados de colbnia localizada no forro do prédio 40
da UFPel — Campus Capao do Ledo. Para a coleta foi utilizada uma rede tipo
puca que foi posicionada na saida do abrigo ao anoitecer. Os animais
capturados foram entdo avaliados quanto ao sexo e idade e mortos por
inalagéo de éter. Posteriormente, em laboratorio, foi retirada uma amostra de
tecido de musculo peitoral para extracdo de DNA e realizacdo das analises
geneticas.

Anéalise molecular
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Cinco individuos, todos fémea, foram utilizados neste estudo (Tb
001,003, 004, 005 e 006). O isolamento do DNA total foi realizado utilizando o
kit de extracdo DNeasy® BloodandTissue (Qiagen), seguindo o protocolo
padrao informado pelo fabricante.

A regido controladora do DNA mitocondrial (D-loop) foi amplificada
utiizando o par de primers baseados na sequéncia jA descrita para T.
brasiliensis (Russel et al.,2005). Para as reacf6es de amplificac&o foi utilizado o
kit HotStarTagMasterMix (Qiagen), sendo que a reacdo foi preparada em
volume final de 25uL contendol12,5uL de HotStarTaq DNA Polymerase Master
Mix, 15pMol de cada primer e aproximadamente 100ng de DNA. O programa
de PCR seguiu as seguintes etapas: 5 min de desnaturacdo a 95°C, 35 ciclos
de 1 min a 95°C, 1 min a 56°C para pareamento dos primers, e 1 minuto a 72°
C para extenséo, finalizando com uma etapa de extensdo de 5 min a 72°C. Os
produtos de PCR foram conferidos em gel de agarose 1,5%, corados com
GelRed (Biotium). As amostras positivas para o tamanho de aproximadamente
500pb foram purificadas utilizando o método de Exo-SAP (Invitrogen) seguindo
0 protocolo do fabricante. As amostras foram enviadas para sequenciamento
na empresa Macrogen (http://dna.macrogen.com/eng/). Ambas as fitas (forward
e reverse) foram sequenciadas.

A qualidade dos cromatogramas do sequenciamento foi verificada com
0 programa FinchTV v1.4.0 (Geopiza, Inc.). As sequéncias consenso foram
montadas com auxilio do pacote de programas StademPackage, e o
alinhamento das sequéncias com a ferramenta ClustalW contida no programa
MEGAG. As relacdes evolutivas entre as sequéncias foram inferidas por meio
da construcdo de uma arvore filogenética utilizando o método Neighbor-Joining
do programa MEGAG6 utilizando teste de bootstrap com 1000 réplicas. As
distancias evolutivas foram computadas usando o método Kimura 2-
parametros, também do programa MEGAG6. A sequéncia D-loop de Chaerophon
pumilus foi obtida no GenBank e utilizada como grupo externo. A divergéncia
genética foi analisada no programa MEGA6 com o modelo evolutivo dos
nucleotideos Kimura 2-parédmetros. As estimativas de diversidade genética
foram calculadas no programa DnaSP5.19. A rede de haplétipos foi construida
usando o algoritmo median-joining no programa Network com a finalidade de
verificar qual a diferenciacao da sequéncia Tb006 com as demais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo de DNA resultou em amostras com concentragdes variando
de 30 e 120 ng/pl. O PCR resultou na amplificacdo de um fragmento de cerca
de 500pb compativel com o fragmento correspondente a regidao D-loop do DNA
mitocondrial de T. brasiliensis descrito por RUSSEL et al. (2005).

O sequenciamento das amostras 001, 003, 004, 005 e 006 resultou em
sequéncias de 538, 497, 536, 554, e 701 nucleotideos, respectivamente,
gerando uma matriz de dados de 504 nucleotideos. Foram encontrados 110
sitios polimorficos e 95 mutacbes Unicas (singletons). A diversidade
nucleotidica (11) das sequéncias foi de 10%, e a diversidade haplotipica (Hd) foi
de 100%, o que representa que cada uma das sequéncias aqui analisadas
representa um haplatipo diferente. A Figura 01 apresenta a rede de haplotipos
entre as sequéncias aqui analisadas. O numero de mutacdes entre as
sequéncias é alto, variando, pelo menos, de 09 a 44 mutacgdes. Isto indica que
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as sequéncias destes individuos sdo altamente variaveis. Ainda chama atengéo
a amostra Tb006 que apresenta 0 maior niumero de mutacdes exclusivas (44).
Também foi descrito por RUSSEL et al. (2005) uma alta variacdo genética em
populacbes de T. brasiliensis com ocorréncia na América do Norte, sendo
identificados cerca de 86 haplétipos em 94 individuos. A diversidade
nucleotidica entre as sequéncias foi também baixa e foram identificados 78
sitios variaveis Unicos.

A andlise de relacdes filogenéticas entre as sequéncias, apresentada
na Figura 2, mostra o agrupamento das sequéncias de T. brasiliensis
apresentando suportes de bootstrap variando de 67% a 82%. Pode-se notar
gue a amostra Tbh006 apresenta uma maior diferenca evolutiva, apresentado
pelo maior tamanho de ramo. Quando analisamos a divergéncia genética entre
as sequéncias, a média da divergéncia genética entre todas as sequéncias &
de 10,6%. Quando analisamos a divergéncia genética par a par, as menores
divergéncias séo entre as sequéncias Th01, Th03, Tbh04 e Tb0O5 (variando de
4,9% a 6,9%). Todas as comparacdes de divergéncia genética com a
sequéncia Tb006 resultaram em valores maiores que 16% (de 16,1% a 18,7%).
Essa variacdo nos valores de divergéncia € esperada uma vez que esta regido
do DNA mitocondrial analisada é altamente variavel entre individuos de mesma
espécie (CARNELOSSI et al., 2008).

T. brasiliensis - 005

15 mutagdes T. brasiliensis - 004

T. brasiliensis - 006

44 mutagdes 03 mutagdes

T. brasiliensis - 001

09 mutagdes

T. brasiliensis - 003

FIGURA 1. Rede de hapl6tipos construida usando o algoritmo median-
joining no programa Network. Os circulos representam diferentes haplétipos, os
guais estéo identificados com o nome da amostra. Ao lado de cada ramo esta
identificado o numero de mutacdes exclusivas de cada haplétipo. Entre cada
median vector ocorreu uma mutagédo, ndo identificada na figura.

67 Tbrasiliensis 001
82 Tbrasiliensis 004
Tbrasiliensis 003
Tbrasiliensis 005
Tbrasiliensis 006
AY347955 Cpumilus
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FIGURA 2. Relacdes filogenéticas entre as cinco sequéncias de D-loop
obtidas. Método de reconstrucéo filogenética: Neighbor-Joining. Modelo de
substituicdo nucleotidica: Kimura 2-parametros. 1000 réplicas de bootstrap. A
sequéncia AY347955 de C. pumilus foi utilizada como grupo externo.

CONCLUSAO

Estes resultados preliminares indicam uma alta variacdo genética (com
baixa divergéncia) da regidao D-loop do DNA mitocondrial de T. brasiliensis no
municipio de Capdo do Ledo no extremo sul do Rio Grande do Sul, Brasil,
resultados que se relacionam similarmente aos obtidos em estudos na América
do Norte.

Entretanto, para obtermos melhores parametros das caracteristicas
entre as populacbes desta e outras regibes sera necessario um banco de
dados com maior numero de amostras, o que foi feito através das coletas
sazonais, porém cujas analises laboratoriais ainda ndo foram concluidas.
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