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Resumo

Para investigar a organizacdo cromossdmica de sequéncias de DNA repetitivo e
estimar a variabilidade em duas popula¢des de Lonchorhina aurita do Estado de
Pernambuco foi realizado o mapeamento fisico das sequéncias de DNA repetitivo (5S
e telomérico) e a andlise da variabilidade genética através de marcadores ISSR e
COIl. A técnica de FISH com sonda de DNAr 5S revelou sitios na regido
pericentromérica do par 14 da espécie e com sonda da sequéncia (TTTAGGG)n
revelou sitios na regido terminal dos cromossomos. A presenca de apenas um par de
sitios de DNAr 5S representa o padrdo mais comum em mamiferos e é consistente
com resultados descritos em outros representantes da familia Phyllostomidae,
indicando uma conservagado quanto ao numero de sitios de DNAr 5S para a familia.
Os sinais de hibridizagdo com a sequéncia (TTAGGG)n na regido terminal dos
cromossomos de L. aurita suportam a ideia da presenca de caracteristicas
plesiomoérficas quando comparados com outras espécies de Phyllostomidae uma vez
que a presenca de ITS pode estar relacionada a evolucdo cariotipica das espécies.
Os resultados dos marcadores moleculares mostraram atraves da filogenia que a
populacdo de Triunfo é monofilética e a de Toritama é parafilética e que as duas
populacbes de L. aurita apresentaram alta estruturagdo genética, com maior
diferenca entre as sequéncias das duas populacoes.

Palavras-chave: DNAr; FISH; ITS; Marcadores moleculares; Morcego.
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Abstract

The chromosomal organization of repetitive DNA sequences and estimate of the
variability in two populations of Lonchorhina aurita of Pernambuco were investigated
by the physical mapping of repetitive DNA sequences (5S and telomeric) and the
analysis of genetic variability was performed by ISSR and COIl. The FISH with 5S rDNA
probe revealed sites in the pericentromeric region of pair 14 and with (TTTAGGG)n
probe revealed sites in the terminal region of the chromosomes. The presence of only
a couple of sites of 5S rDNA is the most common pattern in mammals and it is
consistent with results reported by other representatives of the family Phyllostomidae,
indicating a conservation of the number of sites of 5S rDNA on family. The hybridization
signals with the sequence (TTAGGG)n in the terminal region of the chromosomes of
L. aurita support the idea of plesiomorfics characteristics compared to other kinds of
phyllostomid since the presence of ITS maybe related to karyotypic evolution of
species. The molecular markers results showed that Triunfos’ population is
monophyletic and Toritama’s population is paraphyletic and that the two populations
of L. aurita showed high genetic structure, with greater difference between the
sequences of the two populations.

Key words: DNAr; FISH; ITS; COI; ISSR; Bat.
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1. Introducéo

Os morcegos séo considerados um dos mais antigos grupos de mamiferos,
e apresentam caracteristicas morfofisioldgicas particulares que possibilitam o voo
verdadeiro além da capacidade de ecolocalizacdo presente na maioria das
espécies, que lhes permite explorar uma variedade de nichos ecoldgicos. Dessa
forma, os morcegos aproveitam de forma mais eficiente 0s recursos naturais
oferecidos pelo meio ambiente, ocupando abrigos menos expostos a predacao e a
competicdo. Consequentemente, apresentam ampla distribuicdo geografica
fazendo deles um grupo bem sucedido, estando representado nas regides
temperadas e tropicais de todos os continentes com uma grande diversidade de
espécies e ampla variedade de habitos alimentares.

Considerando a ampla distribuicdo geogréafica apresentada pelos morcegos,
€ natural a presenca de espécies em ambientes cavernicolas levando estes grupos
isolados a terem uma relacdo especifica com seu nicho ecolégico, podendo estas
espécies apresentar fortes padroes de estruturacédo filogeografica. Baseado no
habitat preferencial da espécie Lonchorhina aurita Tomes, 1863, este trabalho se
propds investigar a estrutura genética da espécie utilizando marcadores
moleculares (COIl e ISSRs), sendo o0 emprego de marcadores ISSRs inéditos para
a espécie, aplicados com a intencdo de comprovar ou ndo a existéncia de
diversidade genética entre duas populacdes de Pernambuco. Além de demonstrar
através do mapeamento cromossémico a localizacdo de gene de DNA ribossomal
5S e sequéncia telomérica, para um melhor entendimento da organizacéo estrutural

cromossOmica desta espécie da familia Phyllostomidae.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ordem Chiroptera

A ordem Chiroptera, representada pelos morcegos, € um dos grupos mais
bem sucedidos e diversificados entre os mamiferos eutérios e 0s Unicos com
adaptacdes morfologicas exclusivas, capazes de realizar o voo verdadeiro (Reis et
al., 2007). A habilidade de voar, juntamente com a ecolocalizacdo e habitos
noturnos possibilitam esses animais a explorarem uma grande variedade de nichos
ecologicos, levando ao desenvolvimento de muitas especializacdes morfologicas e
habitos alimentares como resposta as adaptacdes a estes nichos. A ocupagao em
diferentes nichos torna estes animais fundamentais para a manutencdo das
relacdes troficas nos ecossistemas (Simmons, 2005).

O nome Chiroptera (cheir=mé&o, pteron=asa) refere-se ao patagio
(membrana alar) formado por uma dupla camada de pele fina que estende-se de
cada lado do corpo ligando os membros posteriores e anteriores. Estes ultimos
apresentam falanges extremamente desenvolvidas com ossos muito alongados,
com excecao da primeira falange, que € em geral reduzida, criando uma superficie
de suporte para as asas. Outras adaptacdes podem ser observadas nos membros
inferiores que sofreram uma rotacao de forma que a patela € dirigida para tras, e
na musculatura peitoral, usada durante o voo, esta inserida no esterno comumente
em forma de quilha (Eisenberg e Redford 1999).

Com aproximadamente 1150 espécies conhecidas, 0s morcegos
representam mais de 20% da diversidade de mamiferos, sendo superada apenas
pela ordem Rodentia (Gardner, 2008) e estdo agrupados em 20 familias reunidas

em duas subordens: Yinpterochiroptera e  Yangochiroptera, sendo



Yinpterochiroptera representada por seis familias: Rhinolophidae, Hipposideridae,
Hinopomatidae, Craseonycteridae, Megadematidae e Pteropodidae, enquanto
Yangochiroptera compreende 14 familias, dais quais nove (Emballonuridae,
Furipteridae, Molossidae, Mormoopidae, Natalidae, Noctilionidae, Phyllostomidae,
Thyropteridae e Vespertilionidae) com 64 géneros e 165 espécies (tabela 1) tém
ocorréncia nas Américas estando todas representadas no Brasil (Reis et al., 2011).

No Brasil, os morcegos habitam todo o territério nacional, ocorrendo na
Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal, Pampas e em areas
urbanas (Paglia et al., 2012), representando 15% das espécies de morcegos do
mundo, sendo assim o0 segundo grupo com maior diversidade em espécies,

perdendo apenas para a Colémbia, que possui 178 espécies (Alberico et al., 2000).

Tabela 1: Lista de nimero de géneros e espécies de morcegos por familia descritos no Brasil.

Familias N° de géneros N° de espécies
Emballonuridae 7 15
Furipteridae 1 1
Molossidae 7 24
Mormoopidae 1 4
Natalidae 1
Noctilionidae 1 2
Phyllostomidae 40 92
Thyropteridae 1 4
Vespertilionidae 5 22

Fonte: Baseada em Paglia et al. (2012); Gardner (2008).



2.2. Familia Phyllostomidae: aspectos gerais e caracterizacao cariotipica

Phyllostomidae € uma familia taxonomicamente diversa, possuindo o maior
namero de géneros e espeécies entre os Chiroptera Neotropicais. Seus
representantes sdo também conhecidos como “leaf-nosed bats” por terem um
apéndice nasal (folha nasal) em forma de ponta de lanca. Essa folha nasal esta
presente em todos 0s representantes, com excec¢ao dos desmodontineos, que tem
apenas a forma de uma ferradura. Caracteriza-se como um grupo que possui
habito alimentar bem variado, podendo explorar frutos, néctar, polen, folhas,
insetos, vertebrados e sangue entre outros (Reis et al.,, 2007). A familia
Phyllostomidae € endémica do continente americano e dentre os Yangochiroptera
€ a terceira maior familia em nimero de espécies compreendendo 11 subfamilias:
Carollinae, Desmodontinae, Glossophaginae, Glyphonycterinae, Lonchophyllinae,
Lonchorhininae, Macrotinae, Micronycterinae, Phyllostominae, Rhinophyllinae e
Stenodermatinae (Baker et al., 2006 Gardner, 2008).

A caracterizacao cariotipica tem permitido avaliar a intensidade e os padroes
da evolucdo cromossOmica entre diferentes espécies de morcego (Varella-Garcia
e Taddei, 1989) e em representantes de Phyllostomidae tem revelado uma
variabilidade nos numeros diploides (2n), que vdo desde 2n=14 em Vampyressa
melissa (Stenodermatinae) até 2n=46 em Macrotus waterhousii (Macrotinae), assim
como do numero de bragos autossémicos (numero fundamental= NF) variando de
20 (Tonatia bidens) até 68 (Micronycteris megalotis), sendo 0os numeros mais
frequentes 2n=30 e NF=56 (Baker, 1970). Patton e Baker (1978) propuseram que
o cariétipo ancestral para a familia corresponde a 2n=46 e NF=60, similar ao

observado em M. waterhousii. Esses autores também propuseram que a evolucéo



cariotipica entre os filostomideos pode ter levado a reducdo dos numeros diploides
através de eventos de fusdo céntrica.

Entre os morcegos o sistema simples de determinacdo do sexo do tipo
XX:XY é o mais frequente, contudo os filostomideos apresentam dois outros
mecanismos distintos de determinacao do sexo, o sistema multiplo XX:XY1Y2 e o
sistema Neo-XY, ambos originados a partir de eventos de translocacdo entre
autossomos e cromossomos sexuais (X e Y) (Baker, 1979; Tucker, 1986; Varella-

Garcia et al., 1989; Souza e Araujo, 1990; Santos e Souza, 1998).

2.2.1. Subfamilia Phyllostominae e a espécie Lonchorhina aurita

As espécies da subfamilia Phyllostominae constituem um grupo de
morcegos muito diversificado com adaptacfes morfoldgicas e peso que variam de
menos de 10 até 200 gramas. Possuem dieta predominantemente insetivora nas
espécies de menor porte e de carnivora nas espécies maiores (Giannini e Kalko,
2005). Esta subfamilia tem sido considerada como boa indicadora da qualidade do
habitat, uma vez que o baixo numero de individuos numa populacdo esta
relacionado com a agdo antropica (Wilson et al., 1996).

A subfamilia Phyllostominae compreende 16 géneros e 47 espécies nas
Américas, dos quais 15 géneros e 33 espécies foram registradas no Brasil, onde
cinco dessas espécies pertencem ao género Lonchorhina (L. aurita, L. inusitata, L.
marinkellei, L. fernandezi e L. orinocensis). Por sua vez, Lonchorhina aurita
representa a Unica espécie do género descrita para o Brasil qgue apresenta uma
ampla distribuicdo em florestas tropicais das Américas Central e do Sul, sendo

encontrada principalmente em cavernas (Paglia et al., 2012; Gardner, 2008).



A espécie Lonchorhina aurita caracteriza-se principalmente pela folha nasal
exageradamente desenvolvida, tem coloracdo da pelagem marrom escura a
marrom-avermelhada, possui porte médio para os morcegos do género com
comprimento total entre 106 e 120 mm, cauda entre 47 e 52 mm e peso entre 10 e

16 g (Handley-Jr e Ochoa, 1997) (Figura 1).

Figura 1. Exemplar da espécie Lonchorhina aurita (Fonte: www.cienciaguayana.com)

2.3. Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH): énfase para DNA ribossomal e

sequéncia telomérica (TTAGGG)n

2.3.1 FISH dos genes ribossomais em mamiferos

A hibridizacao in situ (ISH) € uma técnica que permite localizar sequéncias
de acidos nucléicos (DNA e RNA) no citoplasma, organelas, cromossomos ou
ndcleo em organismos eucariotas. Ela foi introduzida por Gall e Pardue (1969) para

localizar sequéncias especificas de DNA no anfibio Xenopus laevis, utilizando



sondas de RNA marcadas radioativamente. Contudo, esse tipo de marcacao
causava algumas desvantagens em seu método, como uma resolucao limitada,
longos periodos de exposicdo requeridos para a obtencdo das radiografias e os
riscos associados a radioatividade (Levsky e Singer, 2003).

A partir da década de 80 métodos nao-isotdpicos foram desenvolvidos e
permitiram o aprimoramento dessa técnica, passando a ser denominada de
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH). Esta técnica tem sido considerada uma
importante ferramenta citogenética por permitir analise e mapeamento
cromossdmico em diferentes organismos, principalmente de sequéncias
teloméricas, centroméricas, genes ribossomais (45S e 5S), DNA altamente
repetitivo, além de genes de sequéncia Unica (Schwarzacher e Heslop-Harrison,
2000; Levsky e Singer, 2003; Schwarzacher, 2003).

A técnica de FISH tem auxiliado principalmente no entendimento dos casos
de variacao interindividual no niumero e na localizacdo destes sitios de DNAr bem
como na diferenciacéo interespecifica (Kasahara, 2009). Os genes ribossomais
possuem uma estrutura muito conservada e estdo presentes em todos 0s
eucariotas superiores. Os sitios de DNAr estdo organizados em duas distintas
familias multigénicas, uma representada pelo DNAr 45S que codifica os RNAs
ribossémicos principais (18S, 5.8S e 28S), que correspondem as regides
organizadoras de nucléolos (RONs) sendo responsaveis pela formagéo de nucléolo
e sintese de ribossomos, a outra corresponde ao DNAr 5S, ndo envolvido na
formacdo das RONSs, que codifica 0 RNAr 5S. Ambas as classes de DNAr estao
presentes em copias multiplas organizadas em tandem (Levsky e Singer, 2003;
Sumner, 2003). Nos eucariotas superiores 0os genes de DNA 5S e 45S

frequentemente estdo em diferentes areas dentro do genoma, porém também



podem estar localizados em um mesmo cromossomo ou até mesmo colocalizados
(Drouim e Monez de S4&, 1995; Summer, 2003).

Ao contrario dos genes de DNAr 45S, os quais em mamiferos geralmente
sdo encontrados em mais de um par de cromossomos, os genes de DNAr 5S
tendem a ocorrer em apenas um par de cromossomos, organizados em coépias
multiplas que se repete de centenas a milhares de vezes no genoma. Cada
repeticdo contém uma regido conservada de 120 pares de base (pb), que codifica
0 RNAr 5S e um segmento de DNA espacador ndo transcrito (NTS) altamente
variavel, que exibe um amplo comprimento e variacao na sequéncia entre espécies

(Suzuki et al., 1994).

2.3.2 FISH com DNAr 45S e 5S em Chiroptera

Em morcegos o DNAr 45S, pode ter localizagdo em um dnico par
cromossOmico, presentes em regides terminais ou intersticiais, ou em varios pares,
sendo frequentemente encontradas em autossomos (Varella-Garcia e Taddei,
1989; Souza e Araujo, 1990). Contudo, a presenca de RONs unicamente em
cromossomos sexuais tem sido descrita apenas no cariétipo de Carollia
perspicillata (cromossomos X) e C. castanea (cromossomos X e Y) (Hsu et al.,
1975; Morielle e Varella-Garcia, 1988).

A técnica de FISH utilizando sondas de DNA ribossomal tem permitido o
estudo mais preciso das RONs uma vez que a impregnagao com nitrato de prata
(AgNO3) identifica a localizacdo das RONSs, na intérfase ou em cromossomos
mitoticos e meidticos, apenas das que estiveram previamente ativas na transcricao
do RNAr (Summer, 2003). Dessa forma, alguns trabalhos em mamiferos com o uso

da técnica de FISH tém confirmado o niumero e a localizacdo das RONSs reveladas



pelo AgNOs (Stitou et al., 2000; Svartman e Vianna-Morgante, 2003; Fagundes et
al., 2004), bem como a ocorréncia de RONSs silenciosas (Pienkowska e Switonski,
1998) e na distincdo entre espécies e subespécies em estudos citogenéticos
comparativos entre mamiferos (Kim et al., 2004; Kasahara, 2009).

Embora o padrdo modal de RONs em morcegos seja de um par
cromossOmico, a ocorréncia de RONs multiplas tem sido observada na familia
Phyllostomidae, particularmente no género Choeroniscus (Baker et al., 1992) e na
espécie Lonchophylla thomasi (Ribeiro et al., 2003), pertencentes a subfamilia
Glossophaginae, bem como nos géneros Artibeus (Morielle e Varella-Garcia, 1988;
Souza e Araujo, 1990) e Uroderma (Silva et al., 2005) e na espécie Chiroderma
doriae (Morielle e Varella-Garcia, 1988), ambas pertencentes a subfamilia
Stenodermatinae.

A técnica de FISH tem sido usada para a localizacdo do DNA ribossomal em
varias espécies de morcegos (Baker et al., 1992; Santos et al., 2001; 2002; Leite-
Silva et al., 2003) e tem evidenciado sitios génicos coincidentes com a AgNOs.
Contudo, Santos et al. (2002) ao analisarem 13 espécies de filostomideos,
pertencentes aos géneros Artibeus, Glossophaga, Phyllostomus, Phyllosderma,
Platyrrhinus, Tonatia e Trachops, descreveram que a espécie A. cinereus
apresentou sinais de hibridizagdo em um par cromossomico adicional, indicando a
ocorréncia de RON silenciosa nessa espécie.

O uso da FISH com sonda de DNAr 18S em trés espécies da familia
Molossidae, revelou genes ribossomais presentes no par 5 de Molossus ater, M.
molossus e Molossops planirostris, € nos cromossomos 9 e 10 de M. planirostris.
Os resultados obtidos com essa técnica, em comparacdo com os de impregnacgao

com AgNOs, indicaram que todas as RONs dessas espécies sao



transcricionalmente ativas (Leite-Silva et al., 2003). Gomes et al. (2010) analisaram
uma populacdo de Rhinophylla fischerae (Rhinophyllidae) da Amazoénia brasileira
com sonda de genes ribossomais 28S e 18S, comparando com dados previamente
descritos na literatura. A FISH revelou sitios na regido proximal dos bragos longos
dos cromossomos 16 e 18 concordando com os dados da impregnacdo com
AgNO:s.

Por outro lado, 0 mapeamento cromossémico de genes de DNAr 5S em
morcegos ainda € bastante escasso, tendo sido realizado em apenas 13 espécies
da familia Phyllostomidae (Calixto et al., 2013) onde foi descrita a presenca de um
anico par portador de sitios de DNAr 5S. Contudo, na espécie Rhinolophus
hipposideros da familia Rhinolophidae foi observada a presenca de nove pares de
cromossomos acrocéntricos portadores desses sitios (Puerma et al., 2008).

Estudos citogenéticos em diferentes grupos de vertebrados tém mostrado
que o numero e a localizacao dos genes de DNAr 5S nos cromossomos podem ser
variados ou conservados em diferentes populacdes de uma mesma espécie, em
espécies distintas do mesmo género ou pertencentes a géneros relacionados.
Dessa forma, a técnica de FISH com sonda de DNAr 5S tem sido importante em

estudos citogenéticos comparativos (Kasahara, 2009).

2.3.3. FISH com sonda telomérica (TTAGGG)n em Chiroptera

Os teldmeros sao estruturas compostas por proteinas e DNA nas regides
terminais dos cromossomos. Possuem uma fungdo basica na manutencdo da
integridade e estabilidade dos cromossomos, importante por impedir possiveis
fusBes e degradacgfes. A técnica de FISH com sonda telomérica tem permitido

analisar a distribuicho da sequéncia de DNA repetido (TTAGGG)n nos
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cromossomos. Esta sequéncia geralmente esta localizada nas extremidades dos
cromossomos (teldmeros), mas também pode ser detectada em regides
cromossOmicas pericentroméricas e intersticiais, denominadas como sitios
teloméricos intersticiais (ITS) (Meyne et al., 1990).

Sequéncia de DNA telomérico (TTAGGG)n presente em sitios nao-
teloméricos podem esta relacionada a resquicios de teldmeros verdadeiros
resultantes de rearranjos cromossomicos, tais como inversdes e fusdes céntricas
ocorridos durante os processos evolutivos. Deste modo, analise da localizacdo de
ITS corresponde a um modelo elucidativo da evolucéo cariotipica dos vertebrados
(Meyne et al., 1990; Lee et al., 1993). Também tem sido reportada a ocorréncia
dessa sequéncia como um componente do DNA satélite, coincidindo com regides
de heterocromatina constitutiva, em diferentes espécies de vertebrados (Multani et
al., 2001).

A técnica de FISH em diferentes grupos de vertebrados, incluindo a ordem
Chiroptera, permitiu detectar um padrdo unicamente telomérico nas espécies
Macrotus waterhousii, M. californicus, Monophyllus redmani, Molossus molossus e
Pteronotus macleayii. Outro padrdo observado foi o de ITS em regibes
centroméricas em Artibeus jamaicensis, Carollia perspicillata, Eumops glaucinus,
E. perotis e em algumas espécies do género Chiroderma (Meyne et al., 1990; Finato
et al., 2000).

Ono e Yoshida (1997) analisaram diferencas na distribuicdo cromossémica
de sequéncias teloméricas (TTAGGG)n em Eptesicus parvus nilssonii e Vespertilio
superans representantes da familia Vespertilionidae. Marcacdes nas extremidades

dos cromossomos em ambas as espécies e ITS em regides centroméricas foram
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observadas em todos os sete cromossomos acrocéntricos de V. superans. Por
outro lado, E. parvus nilssonii ndo apresentou nenhum sinal intersticial.

As espécies Eumops glaucinus, Carollia perspicillata e Platyrrhinus lineatus
foram analisadas por Faria e Morielle-Versute (2002) para verificar a habilidade da
enzima Alu | de clivar ou remover sequéncias de DNA satélite de regides
heterocromaticas, e identificar a ocorréncia de modificacdes no padrdo de FISH
com sonda (TTAGGG)n, depois da digestédo enzimatica. Sequéncias teloméricas
foram detectadas nas extremidades dos cromossomos das trés espécies, embora
em C. perspicillata os sinais tenham sido fracos ou ausentes nessa regido em
muitos cromossomos, provavelmente, devido a um nimero reduzido de copias da
repeticdo telomérica. Marcacdes adicionais foram observadas nas regifes
centroméricas e pericentromeéricas de varios cromossomos com dois bracgos de E.
glaucinus e C. perspicillata. Em E. glaucinus e P. lineatus, alguns sinais (TTAGGG)n
intersticiais e terminais foram observados estando em associacdo com regides de
heterocromatina e RONs. Os cromossomos das trés espécies tratados com Alu | e
subsequentemente hibridizados com sonda (TTAGGG)» mostraram uma
diminuicdo significativa na intensidade do sinal, indicando que esta enzima foi
capaz de clivar o DNA satélite presente nas regides teloméricas diferentemente,
removendo parte dele. Esses resultados sugerem que a sequéncia telomérica se
apresentou como um componente da heterocromatina assim como do DNA
ribossomal, e que as regides de bandas C positivas (intersticial, terminal e
centromérica) apresentaram uma diferente composicdo, reforcando a

heterogeneidade do DNA satélite.
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2.4. Estudos populacionais e marcadores moleculares

2.4.1 Estudos populacionais

Filogeografia € o estudo da distribuicdo de linhagens génicas de uma
espécie em um determinado contexto geografico e temporal, com base na analise
de haplétipos, principalmente por acidos nucleicos. Tal estudo baseia-se na
quantidade de divergéncia genética e subdivisdo geografica em grupos
monofiléticos (clados). Ha exemplos de espécies que exibem padrbes bem
estruturados de subdivisao de populacdes, outras que possuem pouca ou nenhuma
estruturacéo filogeografica com baixa divergéncia genética, e algumas ainda que
apresentam pouca ou nenhuma estruturacdo filogeografica com altos niveis de
divergéncia genética, sendo essa Ultima mais rara (Avise, 2000). Estudos
filogenéticos tém mostrado que em alguns casos as relacdes entre 0s taxons sao
complexas, principalmente por se observar incongruéncias ao serem contrastados
dados morfologicos e genéticos (Pacheco e Patterson, 1991).

Estudos populacionais com marcadores moleculares em morcegos ainda
sao poucos, e geralmente sao focadados com a utilizacdo do DNA mitocondrial.
Lopes e Ditchfield (2009) utilizando anélises de polimorfismo dos fragmentos de
restricio do DNA (RFLP) do gene mitocondrial citocromo b, revelaram quatro
haplétipos, para L. aurita, onde dois deles sdo compartilhados por individuos da
regido sul da Mata Atlantica e dois por individuos da regido norte. Este resultado
levou a ideia de que L. aurita também poderia ter estruturacdo populacional.
Segundo Ditchfield (2000), para morcegos é esperado um padao filogeogréfico
semelhante ao das aves e diferente dospequenos mamiferos ndo voadores,

apresentando baixa estruturacdo e baixa divergéncia de sequéncias. Contudo,
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outros autores revelaram estruturacdo populacional para algumas espécies de

morcego (Hoffmann e Baker, 2003; Larsen et al., 2007; Martins et al., 2007).

2.4.2 Marcador ISSR (Inter Single Sequence Repeats)

A técnica de ISSR € um método baseado em PCR que envolve amplificacao
de um segmento de DNA presente entre duas regides de microsatélites idénticas
orientadas em direcdes opostas. As sequéncias de microsatélites usadas como
primers séo constituidas de 2, 3 ou 4 nucleotideos. Essa técnica combina a maioria
dos beneficios do AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e a andlise dos
microsatélites com a universalidade do RAPD ( (Reddy et al.,, 2002). ISSRs
segregam como marcadores dominantes seguindo o principio de heranca
Mendeliana (Wu et al., 1994).

Entre os diversos marcadores moleculares o ISSR se destaca pela sua alta
reprodutibilidade e a n&o necessidade de conhecimento das sequéncias
flanqueadoras necessarias a construgdo de primers especificos (Li e Ge, 2001),
tendo sido atil na analise da diversidade genética, estudos filogenéticos,
mapeamento gendmico e biologia evolutiva. Outra vantagem do marcador ISSR
esta no fato de que a taxa evolutiva de mudancas € consideravelmente mais alta
do que em qualquer outro tipo de DNA, aumentando a probabilidade de
polimorfismo nessas sequéncias (Reddy et al., 2002).

O marcador ISSR tem sido pouco utilizado em estudos com mamiferos,
sendo estes trabalhos voltados para estudo populacional. Koyama et al., (2008)
analisaram a diversidade genética de espécies de ledo marinho e ndo observaram
diferenciacdo genética significativa quando comparado com trabalhos que

utilizaram marcadores mitocondriais (Bickham et al., 1998). No trabalho de Oliveira
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et al. (2011), com uma espécie de roedor de trés populacdes, foi observada uma
elevada divergéncia genética entre os individuos destas populacdes, indicando
uma forte estruturacdo genética. Estudo populacional realizados em bufalos
mostraram uma baixa diversidade genética entre os individuos de trés espécies
estudadas por Aytekin et al., (2011). Além disso, os marcadores ISSR também
foram utilizados para determinar o tempo de divergéncia e a posicao filogenética
de diferentes grupos de animais, como por exemplo bufalo aquatico, ovelha, porco,

cabras e gado (Mattapalli e Ali, 1999).

2.4.3 O gene Citocromo c oxidase | (COI)

O DNA mitocondrial é particularmente favoravel a estudos filogeograficos por
geralmente apresentar transmissdo exclusivamente materna, auséncia de
recombinacédo, altas taxas evolutivas quando comparado ao genoma nuclear e
variacao intra-especifica extensa, a maior parte da qual ocorrendo inter e nao
intraindividualmente (Avise, 2000).

O gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade | (COI) tem sido mais
comumente utilizado em andlises filogenéticas, tendo ganho destaque neste tipo
de estudo a partir da publicagcédo de Hebert et al., (2004). O gene COI codifica uma
proteina responsavel pela catélise envolvida com o transporte de elétrons e com a
translocacdo de prétons através da membrana (Saraste, 1990), e seu uso como
marcador molecular deve-se a juncdo de regides nucleotidicas altamente
conservadas com outras mais variaveis (Saraste, 1990; Gennis, 1992), que é dutil
para andlises de relagfes filogenéticas de grupos com tempos de divergéncia tanto

antigos quanto recentes.
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Além disso, muitas espécies tém problemas de identificacdo devido a sua
grande semelhanca com outras espécies ou ao fato de apresentar grande
diversidade morfolégica dentro da espécie. Muitas vezes é necessaria identificar
espécies com os problemas anteriores ou ainda, a partir de uma amostra que néo
permite a utilizacdo da taxonomia tradicional. Devido a necessidade de um
marcador padrdo que sejam comparaveis dentro e entre espécies para o
desenvolvimento de um sistema unificado de identificacdo molecular (Ward, 2009)
surgiram os estudos moleculares. O gene COI esta entre os diversos genes ou
regides do DNA que tém sido empregados como marcadores moleculares para a
identificacdo de espécies com base em suas divergéncias genéticas (Hajibabael et
al., 2007).

Dessa forma, foi proposto um sistema universal de identificacdo adequado
para a maioria das espécies animais com uso de um segmento de
aproximadamente 650 pb da extremidade 5’ do gene mitocondrial COI (Hebert et
al. 2003), que consiste na sequéncia de bases entre as posi¢cdes 58 e 705 da
extremidade 5 do gene COI (Waugh, 2007). Uma vez que as espécies sao, em
geral, representadas por uma sequéncia particular ou por um grupo de sequéncias
muito similares deste fragmento génico, conhecido como “DNA barcode” da
espécie, 0 acumulo de mutacdes entre as sequéncias barcode de duas espécies
fornece a distancia genética entre elas (Hebert et al. 2003).

Para que o carater universal de identificacdo de animais seja suportado, é
necessario que a padronizacdo contemple as variaveis técnicas e aos métodos de
andalise, que devem ser o mais constante possivel, com pouca variacdo ao se
analisar diferentes grupos. Desta forma, mesmo em situagcbes em que o desenho

de primers especificos para um determinado grupo seja necessario, € importante
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lembrar que a ideia do DNA barcode indica que primers que se aplicam a
amplificacdo do gene COI em uma vasta gama de espécies sdo preferidos aos
especificos, devendo ser testados primeiro. Também por uma questdo de
padronizacdo, as andlises de dados de barcode usam o algoritmo de Neighbor-
Joining (NJ) para a representacao grafica das distancias entre os grupos e o Kimura
2 parametros (K2P) como modelo de substituicdo de nucleotideos (Casiraghi et al.,
2010).

O gene mitocondrial COI tem sido utilizado ha bastante tempo para estudar
a evolugao dos animais (Kocher et al., 1989) e vem sendo comumente utilizado na
identificacdo de espécies de diferentes grupos bem como em estudos
filogeogréficos (Palumbi et al., 1998; Verma e Singher, 2003; Hebert et al., 2003,
2004; Russelo e Amato, 2004; Holmes, 2004; Nesi et al., 2011; Herndndez-Davila
et al., 2012). O gene COI representa um gene que possui 0 maior nimero de
sequéncias disponiveis no GenBank (mais de 25 mil) de uma gama significativa de
espécies animais que tem auxiliado estudos de filogenia e diversidade molecular.
Contudo, para o género Lonchorhina existem apenas 18 sequéncias depositadas
no NCBI (National Center for Biotechnology Information), sendo apenas trés destas

pertencentes a espécie Lonchorhina aurita.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a organizacao cromossoémica de sequéncias de DNA repetitivo

e estimar a variabilidade genética em duas populacdes de Lonchorhina aurita do

Estado de Pernambuco.

3.2 Objetivos Especificos

1. Realizar o mapeamento fisico cromossdmico das sequéncias de DNA repetitivo

(DNAr 5S e telomérico) em Lonchorhina aurita;

2. Verificar a presenca de ITS e associa¢do com a HC;

3. Analisar a variabilidade genética através de marcadores ISSR e sequenciamento

do gene COI em duas populacdes;

4. Correlacionar os dados moleculares obtidos para avaliar possiveis diferencas

entre as duas populacoes.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Material e Area de Estudo

Os individuos machos e fémeas de Lonchorhina aurita foram coletados nos
municipios de Toritama (Fazenda Pedra dos Pontais - 07°59'56"S; 36°03'08"W) e
Triunfo (Fazenda Canaa - 07°52'04"S; 38°05'24"W), ambos localizados no Estado
de Pernambuco (Figura 2). Os espécimes foram depositados na Colecdo de
Mamiferos no Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brasil.

. , .. Triunfo .
! Ceard l Paraiba Toritama
Piaui J )
Bahia
S Alagoas

Figura 2. Municipios do Estado de Pernambuco onde foram coletados os espécimes de Lonchorhina

aurita analisados. (Modificado de Wikipédia).

4.2 Andlise Citogenética

A andlise Citogenética foi realizada em dois individuos coletados no
Municipio de Toritama no Estado de Pernambuco. Os cromossomos mitéticos
foram obtidos através de preparacdo direta de medula éssea de acordo com
procedimentos padrbes. A heterocromatina constitutiva foi identificada pelo

bandeamento C (Anexo 1) de acordo com o método de Sumner (1972).
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A hibridizacao in situ fluorescente (FISH) (Anexo 2) foi realizada com sonda
de DNAr 5S obtida pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) usando primers
especificos - Sca5SF (5’AAC GAC CAT ACC ACG CTG AA-3) e Sca5SR (5'AAG
CGG TCC CCC ATC TAA GT-3') designados para o DNAr 5S de acordo com a
metodologia de Cabral-de-Mello et al (2011). A sonda foi marcada com
digoxigenina-11-dUTP (Roche, Mannheim, Germany) por PCR e detectada pela
anti-digoxigenina-rodamina (Roche, Mannheim, Germany). A sonda de DNA
telomérico foi obtida por PCR usando hexameros de TTAGGG e uma sequéncia
complementar CCCTAA como primers, na auséncia de DNA gendmico de acordo
com ljdo et al. (1991), com incorporacdo randémica de digoxigenina-11-dUTP.

Os cromossomos foram contracorados com DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) (Sigma, St Louis, MO, USA) e as laminas montadas com Vectashield
(Vector, Burlingame, CA, USA). As imagens foram capturadas usando microscépio
Olympus BX61 equipado com filtros adequados e acoplado a uma camera digital
Olympus DP71. O contraste e o brilho das imagens foram melhorados através do

Adobe Photoshop CS6.

4.3 Analise Molecular

4.3.1 Amostra

Inicialmente 4 primers para o marcador ISSR foram testados. Destes, 0s
primers ISSR1 (CA)sAT e ISSR3 (CA)sAG foram amplicados nas amostras (Tabela
2). O DNA genbmico de 35 individuos de L. Aurita foi usado, sendo 17 e 18

individuos provenientes do Municipio de Toritama e Triunfo, respectivamente.
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As sequéncias do gene mitocondrial citocromo c oxidase | (COIl) foram
obtidas de 10 individuos de Lonchorhina aurita provenientes das duas localidades

do Estado de Pernambuco, Toritama e Triunfo, sendo cinco de cada populacéo.

Tabela 2. Sequéncia dos primers de ISSR testados

Primer Sequéncia  Temperatura de anelamento (°C) Amplificacéo

(5-3)
ISSR1 (CA)AT 50 Sim
ISSR2  (CA)sGC 50 N&o
ISSR3  (CA)AG 50 Sim
ISSR4  (AGC)aT 50 N&o

4.3.2 Extracao, amplificacdo e sequenciamento do DNA

As extracbes de DNA foram realizadas a partir de amostras de tecidos
(coracdo e/ou fragmento do patagio) mantidos em alcool absoluto a -20°C. O
protocolo de extracdo de DNA total (SDS/NaCl/Proteinase K) seguiu a técnica
descrita por Medrano et al. (1990).

A amplificacdo do DNA foi realizada a partir da técnica de PCR seguindo
padrées especificos para os marcadores ISSR 1, ISSR3 (Anexo 4) e gene COI
(Anexo 5) e seu produto foi submetido a eletroforese para separacdo dos
fragmentos de DNA amplificados em gel de agarose 1,5%. O corante fluorescente
GelRed® (Life Technologies, Inc.) foi aplicado no gel juntamente com o produto da
PCR para que associando-se ao DNA permitisse a visualizacado dos fragmentos
amplificados sob a luz Ultra Violeta do transiluminador.

O sequenciamento foi realizado para as sequéncias do gene mitocondrial
citocromo c oxidase | (COIl). Para isto, apés amplificacdo, os produtos de PCR
foram purificados com PEG (Polietilenoglicol) (Anexo 5). Na reacdo de

sequenciamento foram utilizados os amplicons e os primers LCO1490: 5'-
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GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3 e HC02198: 5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3', (Folmer et al., 1994), para gerar
fragmentos de 621 pares de bases (pb) do gene COI. Os perfis adotados séo
apresentados no anexo 5. O sequenciamento foi realizado na Plataforma
Tecnologica de Genbmica e Expressao Génica do Centro de Ciéncias Bioldgicas

(CCB) da UFPE.

4.3.3 Analises dos dados para os marcadores ISSR e o gene COI

O calculo para estimativa da composicdo meédia das sequéncias
nucleotidicas foi realizado a partir do programa MEGA 5 (Tamura et al., 2007). Uma
matriz binaria de presenca e auséncia das bandas foi construida baseando-se nas
imagens obtidas a partir da eletroforese. O calculo dos algoritmos de Neighbor-
joining foram estimados com o programa MEGA 5 (Tamura et al., 2007) gerando
arvores filogenéticas, sendo para o gene COIl baseada no modelo K2P e para ISSR
no modelo de numeros de diferencas. A estruturacdo da diversidade genética foi
calculada utilizando o Arlequin 3.5 (Excoffier L e Lischer, 2010) mediante o
procedimento de AMOVA. Os testes de neutralidade Fu (Fu, 1997) e Tajima
(Tajima, 1989) também foram realizados. O numero de imigrantes foi calculado
baseado na formula: Nme = (1-Fst)/4(Fst) para machos e fémeas e (1-Fst)/2(Fst)

para fémeas.
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4.4 Aspectos Eticos

Os procedimentos propostos para a coleta, sacrificio e acondicionamento
dos espécimes foram de acordo com o0s principios éticos, determinados pelo
COBEA (artigos VI e X) e com o artigo Il § da 3° da Lei n° 1.153, de 1995 que
remete para a utilizacdo de animais silvestres em experimentos nos quais seja
indispensavel o seu uso. As coletas foram realizadas com o consentimento do
administrador das areas de estudo, bem como com a autorizagcdo do IBAMA

(Coodenadora do projeto cadastrada no SISBIO, licenca de nUmero 16278-1).
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5. Resultados

5.1 Citogenética

Lonchorhina aurita apresentou numero diploide 2n=32,XX;XY e numero
fundamental igual a 60 (NF=60), com cromossomos metacéntricos (1, 4, 6, 8, 9, 11,
13 e 15) submetacéntricos (2, 3, 5, 7 e X), subtelocéntricos (10, 12 e 14) e um
pequeno acrocéntrico (Y). O bandeamento C revelou heterocromatina constitutiva
(HC) na regido pericentromérica dos cromossomos € no cromossomo Y que foi
quase inteiramente heterocromatico (Figura 3a, Tabela 3). Os sitios de DNAr 5S
foram localizados na regiédo pericentromérica do par 14 (Figura 3b, Tabela 3).

A hibridizacdo com a sonda da sequéncia telomérica (TTAGGG)n revelou
sinais fluorescentes na regido terminal de todos os cromossomos e auséncia de

sitios teloméricos intersticiais (ITS) (Figura 3c, Tabela 3).

Tabela 3. Dados cromossdmicos mostrando o nimero diploide e fundamental, sistema de
determinagéo do sexo e FISH com DNAr 5S e repeticdo telomérica (TTAGGG)n em
Lonchorhina aurita.

Sitios com hibridizacéo
58 SitiosTerminais ITS

Espécie 2n NF BandaC

pericentroméricoe  Par Todos os

Ausente
Y* 14 Cromossomos

Lonchorhina aurita 32 60

2n = Numero diploide; NF = nimero fundamental; * quase totalmente heterocroméatico
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Figura 3.Cari6tipo e metafases mitéticas de Lonchorhina aurita. a) Cariétipo com bandeamento C; b)

Hibridizag&o in situ fluorescente com sonda de DNAr 5S e c¢) da sequéncia telomérica (TTAGGG)n. Barra

10um.
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5.2 Marcadores Moleculares

O perfil molecular dos marcadores ISSR 1 e ISSR 3 foi obtido de 35
individuos de L. aurita das duas popula¢des do bioma Caatinga no Estado de
Pernambuco.

Do marcador COI foram amplificados e analisados 655 pares de bases,
tendo a seguinte composicdo meédia das sequéncias 31,3% de T, 25,7% de C,
27,0% de A e 16% de G. Nas populacdes estudadas este gene apresentou 7 sitios
polimorficos, dos quais 6 foram transicbes e 1 foi transversdo (Tabela 4). Os
marcadores ISSR 1 e ISSR 3 geraram 21 e 19 fragmentos de amplificacao,
respectivamente. No total foram observados 33 fragmentos polimorficos para os
dois marcadores de ISSR, para as duas populacdes.

A figura 4a mostra a arvore filogenética de neighbor-joning (NJ) calculada
por Kimura 2 parametros para os haplétipos encontrados para o gene COIl. Pode-
se observar que a populacdo de Triunfo formou um clado monofilético com um
anico haplétipo, enquanto Toritama apresentou-se parafilético com dois clados,
sendo um deles formado por dois haplétipos e apresentando a populacao de Triunfo
como clado irméo e o outro formado por um haplétipo compartilhado por trés
individuos.

A figura 4b apresenta a arvore filogenética de neighbor-joning (NJ) calculado
pelo nimero de distancia para ISSR. E possivel notar que existem trés clados
monofiléticos representados, dois em Toritama e um em Triunfo, sendo que a
populacdo de Triunfo formou um clado monofilético, enquanto a de Toritama
apresentou-se monofilética com dois clados. Pode-se observar que a populacao de
Triunfo formou um clado monofilético com 11 haplétipos, enquanto Toritama

apresentou-se parafilético com dois clados, sendo um deles formado por sete
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haplétipos e apresentando a populacdo de Triunfo como clado irméo e o outro

formado por 10 haploétipos compartilhados por 10 individuos.

Tabela 4. Tipos e posicGes das transicGes e transversfes nucleotidicas para o gene COIl em
Lonchorhina aurita.

Transicao Transverséo
GA CT CA
Triunfo 76, 197, 472 e 527 - 130
Toritama - 199 e 539 -

Para a analise do gene COIl observamos que a populacdo de Triunfo
apresentou somente um haplétipo, sendo assim sua variabilidade genética foi de 0,
enquanto a populacdo de Toritama apresentou trés haplotipos com 0,6 de

diversidade haplotipica e diversidade nucleotidica de 0,004885.
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Teste de Neutralidade

Tajima

Nas anadlises para o gene COI o valor do teste de neutralidade de Tajima
para a populacdo de Triunfo foi (0, p=1) e para a populacdo de Toritama foi de
(0,76369 e p= 0.775), apresentando uma meédia de 0,97578. Para o marcador
nuclear ISSR os valores do teste de neutralidade de Tajima para as populacdes
Toritama e Triunfo foram respectivamente (1,14293, p= 0,882) e (0,16243, p=

0,611), com média de 1,28504.

Fu

Na andlise para o gene COI o valor do teste de neutralidade de Fu para a
populacao de Triunfo ndo foi calculado e para a populacdo Toritama foi de (1,45828
e p=0,768), apresentando uma média de 1,58557. Para o marcador nuclear ISSR
os valores para as populacdes Toritama e Triunfo foram respectivamente, (-

7,90401, p=0,001) e (-4,76105, p= 0,014), com uma meédia de -13,44912.

AMOVA

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) do gene COI indicou que a
diferenca genética entre as populagées foi maior do que dentro de cada populacéo
(Tabela 4). A AMOVA para o ISSR indicou maior variancia genética total dentro das
populacbes. A presente andlise ainda revelou que o indice de fixacdo
intraespecifica da variacao genética (FST) foi maior para o gene COI que para ISSR

(Tabela 5).
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Tabela 5. Resultados da analise de variancia molecular dos marcadores moleculares COIl e ISSR,
para duas populacfes de Lonchorhina aurita, com destaque para a proporcao entre as

fontes de variacdo genética e os percentuais de variagdo. gl = graus de liberdade.

Fonte de Somados Componentes da Percentual
o Marcador Gl A o
variacao guadrados variancia variacao
Entre COl 1 7,300 1,30000 Va 61,90
populacdes ISSR 1 72,095 3,87856 Va 47,56
Dentro das Col 8 6,400 0,80000 Vb 38,10
populacdes ISSR 33 141,105 4,27590 Vb 52,44
Total COl 9 13,700 2,10000
ISSR 34 213,200 8,15446
indice de col Fst: 0,61905
fixacdo ISSR Fst: 0,47564

O célculo do numero de imigrantes para o marcador mitocondrial apresentou

um valor de 1,24 enquanto o do marcador nuclear e mitocondrial foi de 0,28.
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6. Discussao

6.1 Citogenética

Os dados do numero diploide, morfologia cromossémica e padrédo de
heterocromatina estdo de acordo com dados anteriormente descritos por Barros e
et al. (2009) para outros espécimes de L. aurita do Estado de Pernambuco.

Este trabalho reforca que a localizacdo pericentromérica dos blocos de HC
presente nos cromossomos de L. aurita € a mais comum em mamiferos,
particularmente em morcegos. Além disso, 0 padrdo quase inteiramente
heterocromatico observado no cromossomo Y de L. aurita é frequente em
representantes da familia Phyllostomidae (Varella-Garcia e Taddei. 1989; Barros et
al., 2009).

A presenca de sitios de RNAr 5S em apenas um par cromossomico
observado em L. aurita representa o padrao mais comum em mamiferos, e mostra
que é um padrdo cariotipico similar ao de outras espécies de Phyllostomidae,
recentemente descritas, quanto ao numero de sitios desse gene (Calixto et al.,
2013). Contudo, diverge significativamente quanto ao numero de sitios observados,
em Rhinolophus hipposideros, espécie de morcego da familia Rhinolophidae, que
possui nove pares de cromossomos acrocéntricos portadores desses sitios
(Puerma et al., 2008). Esses dados mostram uma possivel ndo conservagdo desse
gene na ordem Chiroptera, uma vez que 0 numero de sitios de RNAr em
representantes da familia Phyllostomidae divergiu significativamente em relacédo ao
espécime da familia Rhinolophidae. E importante destacar que a ocorréncia de
multiplos sitios de RNAr 5S é uma condicao rara entre os mamiferos (Lomholt et

al., 2002; Puerma et al., 2008).
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Os sinais de hibridizacdo apresentados nas extremidades de todos os
cromossomos em L. aurita através da FISH com a sonda de repeticédo telomérica
eram esperados, uma vez que os teldmeros séo constituidos pelo DNA telomeérico,
tipo de DNA que consiste principalmente das sequéncias repetidas em tandem
(TTAGGG)n (Moyzis et al., 1988; Calixto et al., 2013). Contudo, a auséncia de sitios
teloméricos intersticiais, assim como a nao associacao da localizacdo da HC e dos
sitios teloméricos, indicam que L. aurita apresenta caracteristicas plesiomorficas
quando comparada com outras espécies da familia Phyllostomidae, tendo portanto
ocorrido poucos rearranjos cromossémicos (Meyne et al., 1990; Finato et al., 2000;
Faria e Morielle-Versute, 2002; Faria et al., 2009). De acordo com Meyne et al.,
(1990), a presenca de ITS pode estar relacionada a evolucdo cariotipica das
espécies, onde espécies com caracteristicas mais plesiomorficas apresentariam
apenas sitios terminais, enquanto que as espécies com caracteristicas apomorficas
e altamente diferenciadas teriam sitios terminais e ITS devido a rearranjos

cromossomicos.

6.2 Marcadores Moleculares

Neste trabalho foram analisados 655 pares de bases do gene COI, onde foi
observado na sua composi¢cdo uma baixa quantidade de guanina e o padrao de
substituicdo que ocorreu, apresentando mais transi¢coes da forma GA seguido por
CT, que as transversoes. Esses dados estdo de acordo com os valores encontrados
para genes mitocondriais em animais (Tavares et al., 2006; Ward et al., 2007). Para
0s marcadores ISSR de modo geral, a razdo do quantitativo de fragmentos

polimérficos pelo numero de fragmentos amplificados foi alta, similar ao trabalho de
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Nagaraja et al., (2004), que em uma analise de um total de 245 fragmentos, 238
foram polimérficos em espécies de Drosophila

Em relacdo as inferéncias filogeograficas foi observado o mesmo padrao
para os dados mitocondriais e nucleares, onde um agrupamento monofilético foi
gerado apenas na populacédo de Triunfo. Enquanto a populacéo de Toritama gerou
dois clados, que pode estar relacionado a influéncia genética possivelmente pela
migracao de individuos entre populacdes proximas.

Os testes de neutralidade de Tajima aplicados as duas populagées, pelos
marcadores do gene COI e ISSR, nao foram significativos apresentando
neutralidade. Além disso, os valores negativos encontrados para o teste de Fu no
presente trabalho foram n&o-significativos para o gene COIl, apresentando
neutralidade, e para o ISSR os valores foram significativos e negativos. O valor da
média do teste de Fu foi negativo e apresentou uma forte estruturacéo de L. aurita
nas populacdes de Toritama e Triunfo. Estes valores levam a supor a estruturacao
de cada populacdo (Tajima, 1989; Fu, 1997). Ao comparar estes resultados
analisados em conjunto com os resultados do Fst da AMOVA observou-se uma
estruturacdo para os dados nucleares. Resultados similares de estruturacéo
geografica da diversidade genética também foram descritos através do marcador
mitocondrial Cytb nas espécies de morcegos Desmodus rotundus (Martins et al.,
2007) e Lonchorhina aurita (Lopes e Ditchfield, 2009).

A analise de AMOVA mostrou que o marcador nuclear ISSR apresentou um
valor superior de diversidade genética dentro de cada populacdo quando
comparado entre as duas populacdes, devido provavelmente a um pequeno
numero de individuos migrando entre as populacdes (Martins et. al., 2007; Aytekin

et al., 2011). O calculo do numero de imigrantes para o marcador mitocondrial
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apresentou um valor de 1,24 enquanto o do marcador nuclear e mitocondrial foi de
0,28, indicando que as fémeas migram com uma frequéncia maior em relacdo aos
machos. Isto também foi observado em fémeas de Desmodus rotundus, que de
acordo com Martins et al., (2007), usando marcador mitocondrial, mudam de
colénias com certa frequéncia, ndo apresentando filopatria. Por outro lado, Koyama
et al., (2008) observaram um comportamento inverso em relacdo aos machos e
fémeas de lebes-marinho, com o marcador ISSR. Neste caso as fémeas
apresentaram filopatria e os machos apresentaram uma maior dispersao.

A estruturagcdo genética observada na espécie L. aurita pode ser devido ao
seu habito cavernicula e comportamento restrito ao nicho em que ocorre, uma vez
que ao comparar com espécies de morcegos generalistas quanto ao habitat
observa-se pouca estruturacdo geografica, como visto em Artibeus lituratus e
Carollia perspicillata que apresentam padrdes de distribuicdo continental com
baixos niveis de divergéncia intraespecifica com pouca estruturacdo geografica.
Isso pode ser explicado pela alta capacidade de dispersdo dos individuos,
facilitando a manutencéo de alto fluxo génico, mesmo entre popula¢cdes distantes
(Patterson et al., 1992; Sinclair et al., 1996; Ditchfield, 2000; Clare, 2011). Oliveira
et al., (2011) também observaram uma divergéncia genética significativa com o uso
de marcadores moleculares ISSR no roedor Chaetomys subspinosus quando
analisaram individuos de trés popula¢gbes desta espécie, indicando uma forte
estruturacdo genética dentro de cada populacao.

As diferencas observadas entre os marcadores utilizados neste trabalho
podem estar associadas as taxas de evolugéo especificas de cada um deles, uma
vez que o gene COI é o que normalmente apresenta taxa de evolugcdo mais lenta

em relacdo ao ISSR, que leva a ideia de apresentar uma maior estruturacéo entre
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populacdes distantes. Nossos dados mostram uma estruturacdo das populacgdes,
isto poderia estar de acordo com o fato de L. aurita apresentar uma capacidade de
dispersdo reduzida devido a restricdo alimentar e habito cavernicola com forte

associacao a areas de mata conservada.
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7. Conclusodes

1. A presenca de apenas um par de sitios de DNAr 5S em Lonchorina aurita

reforca que esta represente a condicdo ancestral da familia Phyllostomidae;

2. A presenca de sinais de hibridizacdo apenas na regido terminal dos
cromossomos de L. aurita, com auséncia de ITS, suportam a ideia da presenca
de caracteristicas plesiomorficas quando comparados com outras espécies de
Phyllostomidae;

3. Os valores de Fst para os marcadores nucleares e mitocondriais indicam que
as fémeas de L. aurita migram com uma maior frequéncia em relacdo aos
machos;

4. Os resultados dos marcadores moleculares mostraram atraves da nossa arvoré
filogenética, que a populagdo de Triunfo € monofilética e a de Toritama é
parafilética;

5. As duas populacbes de L. aurita apresentaram estruturacado genética, o que

seria esperado pela biologia desta espécie.
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9. Anexos

9.1 Protocolos

9.1.1 Bandeamento C (Baseado em Sumner, 1972)

1. Mergulhar a lamina em uma solucao de acido cloridrico (HCI) 0,2 N por
30 minutos a temperatura ambiente.

2. Lavar com agua destilada.

3. Mergulhar a lamina em solucao de hidroxido de bario (BaOH) 5% a 60 °C
por 30 segundos a 1 minuto.

4. Lavar em banhos rapidos de HCI 0,2 N e agua destilada.

5. Mergulhar em solucéo de 2 x SSC a 60 °C por 45 minutos.

6. Lavar com agua destilada.

7. Corar com uma solucdo de Giemsa a 2% por 10 minutos
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9.1.2 Reacbes de PCR DNAr 5S

Preparo do mix de reagéo

Reagente Quantidade
Tampao Taq 10x 2,5uL

Tag polymerase (5U/pL)"nvitrogen, 11615-010 0,25 L
MgClz (50mM) 0,75 uL
dNTP (8 uM) 0,8-1,0puL
DNA (150,0 — 200,0 mg/pL) 1,0 pL

Pimer F (10,0 uM) 1,0 uL
Primer R (10,0 puM) 1,0 L

H20 mili-Q (g.s.p. 25,0 pL) g.s.p. 25,0 pL

Ciclos paraa PCR

Etapa Temperatura Tempo

1 95 °C 5 min

2 95°C 40 seg <

3* XeC 40 seg 30x
4 72°C 1 min

5 72°C 5 min

6 4°C Forever

* Ciclo de anelamento do primer: X = 54 (reagdo DNAr 5S).
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9.1.3 Marcacao da sonda através da reacdo de PCR

Utilizar o plasmidio com inserto do gene de RNAr 5S para a reacéao de PCR.

A reacao € semelhante a uma reacao de identificacao de inserto.

Mix de reacao

Reagente Quantidade
Tampao Taq 10x 2,5 UL

Tag polymerase (5U/pL)"nvitogen, 11615-010 - 0 25 1L
MgCl2 (50mM) 0,75 pL
dNTP (8 mM)* 0,8-1,0 L
DNA (1.000 ng/pL) 0,3 pL

Pimer F (10,0 uM) 1,25 uL
Primer R (10,0 puM) 1,25 uL

H20 mili-Q (g.s.p. 25,0 pL) g.s.p. 25,0 pL

* Utilizar os dNTPs em separado (2 mM): Adicionar igual volume de dCTP, dGTP, dTTP. Para o
dTTP deve ser usado 70% do volume usado para os outros dNTPs e 30% do Digoxigenin-11-dUTP

(Roche, cat. no. 11573152910). Checar inicialmente a concentragdo dos reagentes.
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9.1.4 Hibridizac&o in situ Fluorescente (FISH)
1 — Pré-tratamento das laminas
o Fixar as Laminas em Carnoy por 15 minutos;
o Desidratar em série alcodlica: 5 min em etanol 70% e 100%;
e Incubar as laminas a 60 °C por 30min;
e Deixar esfriar por 5-10min;
e Marcar a lamina com lapis de diamante;
e RNase:
0 Incubar as laminas com 50 pL de solucdo de RNase por 1h a 37 °C
em camara umida pré-aquecida;
Solucéo estoque de RNase (4 °C): 20 mg/mL de RNase (Invitrogen)
Solucéo de RNase para uso: 100 pg/mL em 2 x SSC (diluicao 1:200)
e Lavar aslaminas 3 x 5 min em 2 x SSC.
e Pepsina:
0 Incubar as laminas com 50 pL de solucédo de pepsina por 20 min a
37 °C em camara umida pré-aquecida;
Solucéo estoque de pepsina (20 °C): 1 mg/mL em H20 miliQ
Solucéo de pepsina para uso: 10 pyg/mL em 0,01 N HCI (diluicédo
1:100)
e Lavar as laminas 2x 5 min em 2 x SSC;
e Colocar as laminas no PBD + formaldeido por 10min;
e Lavar aslaminas 2 x 5 min em 2 x SSC,;
e Série alcodlica: 5 min em etanol 70% e 5 min em etanol 100%;
e Colocar as laminas na estufa a 37 °C até secar (aprox. 10-15 min);

e Preparar o mix de sonda.
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2 — Hibridizacéo

Preparar a mistura de hibridizagdo (76% de estringéncia):

Quantidade/Reagente Concentragao inicial Concentragao final
6 uL sonda 200-250ng
15 uL formamida 100% 50%
6 uL sulfato de dextran 50% 10%
3 yL 20XSSsC 20XSSC 2XSSC

OBS: A quantidade final do mix podera variar dependendo da quantidade de sonda utilizada.

Dar um vortex na mistura de hibridizagc&o por no minimo 10 s;

Aquecer a mistura de hibridizacdo a 95 °C por 10 min e transfira para o
gelo por pelo menos 5 min;

Dar um spin e coloque a mistura de hibridizacdo na lamina, cubra com
laminula de vidro;

Desnaturar as laminas a 75 °C por tempo variavel (o tempo de
desnaturacao varia de acordo com a espécie);

0 Incubar em camara umida pré-aquecidaa 37 °Cde 18a 72 h

3 — Banhos pos-hibridizacao

Retirar as laminas da camara Umida e retirar cuidadosamente a laminula;

Incubar as laminas em 2 x SSC TA, por 5 min;

Lavagem convencional (72% de Estringéncia):
Incubar 2 vezes em 2 x SSC, 42 °C, por 5 min;
Incubar 2 vezes em 0,1 x SSC, 42 °C, por 5 min;

Incubar em 2 x SSC, 42 °C, por 5 min;
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e Transferir para 2 x SSC, TA, por 10 min;

e Transferir para o PBD a 45 °C até preparar o anticorpo.

4 — Deteccéo (para sondas marcadas indiretamente)
Anticorpos primarios:
0,5 pL de rodamina ou 0,30 pL de FITC

99,5uL de PBD

Soma por lamina: 100 pL
e Aplicar o mix na lamina e cobrir com laminula ou parafilme e incubar a 37
°C em camara umida por 45min (FITC) e 30min (rodamina);
e Remover o parafilme e lave 3 vezes em PBD por 2 min cada.
* Amplificacdo do sinal com Anti-avidina
1,0 yL de anti-avidina

29 uL de PBD

Soma por lamina: 30 uL
e Aplicar na lamina e cobrir com laminula e incubar a 37 °C por 10min;
e Remover o parafilme e lave 2 vezes em PBD por 2 min cada;
e Aplicar 20 yL de DAPI e cobrir com parafilme e deixar por 15 min;
e Remover parafilme, cobrir com laminula e selar com esmalte.
e Quando utilizar lodeto de propideo com Vectashield, aplicar 8 a 10 uL,

cobrir com laminula e selar com esmalte.



9.1.5 Ciclos para a PCR (ISSR)

Etapa Temperatura Tempo

1 94 °C 5 min

2 94 °C 30 seg

3 50°C 30 seg 35x
4 72°C 1 min

5 72°C 5 min

6 10°C Forever

Mix de reacdo para os primers de ISSR 1 e 3.

Reagente Volume Concentracgéao final
H20 11.8 uL -
Solucéo 3 uL 1x
tampéao

MgCl2 0.8 uL 2mM/ pL
dNTP 0.5 L 2,5mM /L
Primer ISSR 1L 0,5mM /L
Taq 0.4 L 2U /L
Polimerase

DNA 1 uL ~15ng

49



9.1.6 Ciclos para a PCR (COI)

Etapa Temperatura Tempo

1

94 °C
94 °C
47°C
72°C
94 °C
50 °C
72 °C

72°C

4 min
30 seg
40 seg
1 min
30 seg
40 seg

1 min

10 min

5x

35x

Mix de reacao para os primers do gene COI.

Reagente Volume Concentragao final
H20 7.9 uL -
Solugéo tampao 4.0 uL 1x
MgClz 0.8 uL 2mM/ pL
dNTP 2.0 uyL 2,5mM/uL
Primer F/R 2/2 uL 0,5mM /L
Tag Polimerase 0.3 yL 2U / yL
DNA 1L ~15ng
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9.1.7 Purificacéo de PCR utilizando PEG 8000

1. Verificar a qualidade do produto de PCR em gel de agarose.

2. Transferir, se necessario, o produto de PCR para um tubo de microcentrifuga de
0,5ml.

3. Adicionar 1 volume de solucéo de PEG (PEG 8000 20% NacCl 2,5M) ao PCR.

4. Incubar a 37 °C por 30 minutos.

5. Centrifugar a 13.000 RPM por 20 minutos. Coloque os tubos fechados com a
alca da tampa voltada para a parte externa do rotor (assim vocé sabera onde
sedimentara o pellet ja que néo sera possivel vé-lo)

6. Retirar o sobrenadante com o auxilio de um micropipetador P20-200
suavemente.

7. Adicionar 125ul de etanol 80% gelado. Espere 1 minuto e centrifugue por 2
minutos a 13000 RPM.

8. Retirar o sobrenadante com o auxilio de um micropipetador P20-200
suavemente.

9. Repetir 0s passos 7 e 8.

10. Deixar evaporar o etanol residual utilizando o banho seco, estufa ou deixe sobre
a bancada. Cubra com papel higiénico para que nao entre sujeira no tubo.

11. Ressuspender o pellet entre 5 e 15 pl* de agua Milli-Q fervida por pelo menos
2 horas (overnight de preferéncia). *O volume de agua dependera da concentragédo
inicial do PCR, ajuste conforme sua necessidade.

12. Quantificar o produto purificado em gel de agarose. (1-2pl).
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