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1. INTRODUCAO

Tadarida brasiliensis (Chiroptera, Molossidae) (I. GEOFFRQOY, 1824) € uma
espécie amplamente distribuida no continente americano, desde o sul dos Estados
Unidos até a Argentina. Na América Latina, esta espécie se distribui desde o norte
da Colémbia, seguindo ao sul pela regido andina do Equador, Peru, Bolivia, Chile.
No seu limite sul de distribuicdo, as populacbes de T. brasiliensis atingem a
Argentina, Uruguai e o Brasil. No Brasil, a distribuicdo dessa espécie nao € continua,
tendo sido encontrada, até o presente, grandes populacdes na regido sul, em
especial no Rio Grande do Sul, e populagdes menores no sudeste e centro-oeste
(WILKINS, 1989).

Tadarida brasiliensis uma espécie exclusivamente insetivora (WILKINS,
1989), sendo excelentes controladores de insetos, gerando beneficios tanto
econdbmicos como ambientais (CLEVELAND et al. 2006; FREDERICO et al. 2008).

Apesar de sua importancia ecoldgica, econémica e grande distribuicdo, os
trabalhos sobre as caracteristicas genémicas de T. brasiliensis sdo escassos
(RUSSEL et al. 2005). Este trabalho visa descrever a diversidade genética por meio
da avaliacdo dos hapl6tipos da regido controladora do DNA mitocondrial (D-loop) em
individuos de uma populacao na regido sul do Rio Grande do Sul.

2. METODOLOGIA

Foram coletados um total de 53 individuos. A coleta dos animais foi feita no
municipio de Capao do Ledo, em colbnia localizada no campus da Universidade
Federal de Pelotas. Foram realizadas quatro coletas, uma a cada estacdo, durante
um ano. Os animais foram capturados com harp trap, diretamente na saida da
colbnia, ao entardecer. Para mata-los, foi utilizado éter (Licenca ICMBIio: 52646-1).

A extracao do DNA foi realizada a partir do tecido muscular peitoral, utilizando
0 kit para extracdo DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen), seguindo o protocolo
padréo disponibilizado pelo fabricante. Para amplificacdo da regido controladora do
DNA mitocondrial (D-loop) foram utilizados dois primers (forward e reverse)
baseados na sequéncia de T. brasiliensis j4 descrita por RUSSEL et al. (2005). As
reacoes de amplificacdo foram feitas com o kit HotStarTag MasterMix® (Qiagen).
Cada reacao foi preparada com volume final de 25 pL contendo 12,5ul de
HotStarTag MasterMix®, aproximadamente 100ng de DNA e 10pmol de cada primer.
O programa de amplificacdo do termociclador foi padronizado utilizando uma
temperatura de melting de 56°C. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1%, e fotografados em transiluminador ultraviolet.
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As amostras foram purificadas, utilizando ExoSAP-It (Affymetrix) seguindo, também,
0 protocolo do fabricante. Logo, foram enviadas para sequenciamento de ambas as
fitas (forward e reverse) na empresa Macrogen.

Para avaliar a qualidade dos eletroferogramas dos sequenciamentos foi
utilizado o programa FinchTV v1.4.0 (Geopiza Inc. 2006). Apos a avaliacdo, foi
montada a sequéncia consenso utilizando o software Pregap e Gap4 do pacote de
programas StademPackage (STADEN et al. 2012). O programa MEGA7 (TAMURA
et al. 2016) foi utilizado para o alinhamento das sequéncias usando a ferramenta
ClustaW. A diversidade genética foi calculada com o programa DnaSP 5.10 (ROZAS
et al. 2010) e a rede de haplétipos foi montada por meio do programa Network 5.0
(Fluxus Technology Ltda. 2016) com o objetivo de observar o compartilhamento de
haplotipos e passos mutacionais entre os individuos da col6nia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sequencias do D-loop de todos os individuos foram amplificados, resultando
em fragmentos com aproximadamente 500pb. Esta variacdo é compativel com a
descrita por RUSSEL et al. (2005) para regido D-loop do DNA mitocondrial de T.
brasiliensis.

O sequenciamento das amostras gerou uma matriz de dados de 738pb,
sendo encontrados 108 sitios polimorficos e 248 mutacdes Unicas (singletons). A
diversidade nucleotidica (x) das sequéncias foi de 6,6% e diversidade haplotipica
(Hd) foi de 99,1%. Isto demonstra que, aparentemente, poucas mutacdes estdo
envolvidas com a variabilidade de hapl6tipos na nossa amostra.

A andlise das relacdes haplotipicas revelou uma diversidade de agrupamentos
dos haplétipos, como pode ser observado na Figura 1. Isto demonstra que 0s
individuos da colénia aqui analisada, apresentam uma alta variabilidade genética.
Na analise da rede de haplétipos, observa-se, principalmente, um agrupamento de
haplétipos muito similares, em forma de estrela, possuindo poucos passos de
mutacdo (de uma a cinco) de diferenca entre eles (Figura 1, direita superior). A
presente amostra também apresentou grupos de haplétipos com grandes variacdes
e Mmuitos passos mutacionais (de oito a 172 mutagoes).
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Fig. 1 — Rede de hapldtipos de espécimes de T. brasiliensis coletadas no municipio de Capéo do
Ledo, RS, Brasil, construida usando o algoritmo median-joining no programa Network. Os circulos
representam diferentes haplétipos, os didmetros sao proporcionais a frequéncia dos haplétipos.
Passos mutacionais menores que 6 foram omitidos da amostra.

4. CONCLUSOES

Os resultados indicam grande variacdo na regido controladora do DNA
mitocondrial, D-loop, 0 que, segundo a literatura, ja era esperado, por ser uma
regido de muita repeticdo nucleotidica. Com esta analise, observamos que a colbnia
do Campus Capéao do Ledo da UFPel é bastante diversa geneticamente.
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