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RESUMO

A espécie Carollia perspicillata, morcego frugivoro, pertence ao género Carollia familia
Phyllostomidae. Esta é bastante abundante em ambientes tropicais e tem um grande potencial
na dispersdo de sementes, visto seu hébito alimentar. Comumente morcegos do género
Carollia vém sendo classificados como um complexo de espécies devido a grande
similaridade destes. Estudos com dados morfolégicos e moleculares vém sendo aplicados a
fim de conhecer essa fauna tdo pouco estudada. Neste contexto, objetivou-se identificar a
espécie C. perspicillata e informar quanto a sua dindmica populacional no estado do
Maranhao, para tanto utilizou-se de dados morfométricos, craniométricos € moleculares.
Amostras de C. perspicillata foram coletadas nos municipios de Caxias, Carutapera,
Godofredo Viana, Turiacu, Candido Mendes, Chapadinha, Cod6, Urbano Santos, Sao Luis e
Vargem Grande. As medidas morfométricas e craniométricas foram aferidas com auxilio de
paquimetro digital. Um total de 39 medidas foram analisadas nos softwares BioEstar e
Statistic. O DNA total foi extraido usando o kit Wizard Genomic DNA Purification da
Promega. Os genes mitocondriais COI e rRNA 16S foram amplificados via PCR e
posteriormente sequenciados. Para andlise dos dados moleculares, utilizaram-se os softwares:
BioEdit, DAMBE, MEGA, DNAsp, NETWORK, BAPS e ARLEQUIN. Os resultados
morfoldgicos juntamente aos moleculares apontaram a ocorréncia de um status especifico C.
perspicillata no estado do Maranhao, no entanto, a existéncia de até trés linhagens. Portanto,

estes dados reforcam a necessidade de uma revisao taxondmica nesse grupo.

Palavras Chave: Morcego, Cranio, Genes mitocondriais



ABSTRACT

The species Carollia perspicillata, a frugivorous bat, belongs to the genus Carollia family
Phyllostomidae. This is quite abundant in tropical environments and has great potential in
seed dispersal, given its food habit. Commonly bats of this genus Carollia have been
classified as a species complex due to their great similarity. Studies with morphological and
molecular data have been applied in order to know this fauna so little studied. In this context,
the objective was to identify the species C. perspicillata and to report its population dynamics
in the state of Maranhdo, using morphometric, craniometric and molecular data. Samples of
C. perspicillata were collected in the municipalities of Caxias, Carutapera, Godofredo Viana,
Turiacu, Candido Mendes, Chapadinha, Codd, Urbano Santos, Sdo Luis and Vargem Grande.
The morphometric and craniometric measurements were measured with the aid of a digital
caliper. A total of 39 measures were analyzed in the BioEstar and Statistic software. Total
DNA was extracted using the Wizard Genomic DNA Purification kit from Promega. The
mitochondrial genes COI and 16S rRNA were amplified via PCR and sequenced sequentially.
For the analysis of the molecular data, we used the software: BioEdit, DAMBE, MEGA,
DNAsp, NETWORK, BAPS and ARLEQUIN. The morphological results together with the
molecular indicated the occurrence of a single specific status C. perspicillata in the state of
Maranhao, however, but the molecular data allowed to verify the existence of up to three

lineages. Therefore, these data reinforce the need for a taxonomic revision in this group.

Keywords: Bat, Skull, Mitochondrial Genes
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1 INTRODUCAO
1.1 Caracteristicas gerais dos Morcegos

Morcegos pertencem a ordem Chiroptera, palavra derivada do grego cheir (mao) e
pteron (asa). Estes constituem um dos grupos de mamiferos mais diversificados do mundo,
com 18 familias, 202 gé€neros e 1.120 espécies (PERACCHI et al., 2011; REIS et al, 2013),
representando aproximadamente 25% das espécies conhecidas de mamiferos do mundo
(WILSON e REEDER, 2005; REIS et al, 2013) e constituindo a segunda maior ordem em
numero de espécies (NOWAK, 1991; EMMONS e FEER, 1997).

Os morcegos desempenham papéis ecolégicos importantes na natureza, interagem com
um amplo espectro de organismos € atuam como polinizadores, dispersores de sementes e
controladores de populacdes de insetos (KUNZ e FENTON, 2003; BIANCONI et al., 2004;
CHAVES et al., 2012) dessa forma sdo notédveis contribuidores da riqueza e diversidade da
mastofauna de varios ecossistemas (MARES et al, 1981; SCHNEIDER, 2000), ocupam uma
grande variedade de abrigos, tanto estruturas construidas pelo homem, como cavernas, minas,
fendas feitas em rocha, como ambientes naturais, uma vez que a grande maioria das espécies
usam plantas como abrigo (KUNZ e LUMSDEN, 2003; PERACCHI et al., 2011). Estao
ligados a transmissdo de algumas doengas, pois seus abrigos sdo propicios a proliferacdo de
fungos, como o Histoplasma capsulatum, transmissor da histoplasmose e suas fezes atuam
como alérgenos, podendo levar a asma e a rinite (BREDT et al., 1996). Os hemat6fagos sao
os responsaveis pela transmissdo, quase total dos casos de raiva em bovinos e equinos,
infectando milhares de animais anualmente (SCHNEIDER et al., 2009).

Tradicionalmente os Chiroptera sdo divididos em duas subordens: Megachiroptera e
Microchiroptera (KOOPMAN, 1994). Os Megachiroptera ndo ocorrem no Brasil e sdo
representados por apenas uma familia a Pteropodidae com 150 espécies distribuidas pelo
velho mundo, na regido tropical da Africa, India sudeste da Asia e Austrdlia (SIMMONS,
2005). Os morcegos desta familia sao conhecidos popularmente por raposas voadoras, devido
a grande similaridade de suas faces com a da raposa, apresentam tamanho médio a grande,
como o Pteropus vampyrusque que atinge aproximadamente 1,5 kg de peso e possui uma
envergadura de 1,7 m (REIS et al., 2011). A subordem Microchiroptera é composta por 17
familias e 930 espécies, geralmente apresentam tamanho médio, mas podem ocorrer espécies
diminutas como Furipterus borrens com peso médio de trés gramas e 15 cm de envergadura
(NOWAK, 1994).

Estudos recentes tém proposto duas subordens em substituicdo a classificacao

tradicional: Yinpterochiroptera e Yangochiroptera. Segundo Fenton e Ratcliffe (2010) essa
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nova classificagdo estd apoiado por uma combinacdo de dados morfolégicos e genéticos. A
subordem Yinpterochiroptera compreende seis familias: Rhinolophidae, Hipposideridae,
Hinopomatidae, Craseonycteridae, Megadermatidae e Pteropodidae, enquanto a
Yangochiroptera 14 familias das quais nove ocorrem nas Américas e no Brasil:
Emballonuridae, Furipteridae, Molossidae, Mormoopidae, Natalidae, Noctilionidae,
Phyllostomidae, Thyropteridae e Vespertilionidae com 68 géneros e 179 espécies (PERACHI
et al., 2011; PAGLIA et al., 2012; NOGUEIRA et al. 2014; FELJO, 2015).

1.2 Familia Phyllostomidae e Carollia perspicillata

A familia Phyllostomidae é a mais diversificada em nimeros de espécie de morcegos
compreendendo mais de 200 espécies, 60 géneros (SOLARI e MARTINEZ-ARIAS, 2014),
subdividida em cinco subfamilias: Desmodontinae, Glossophaginae, Phyllostominae,
Carollinae e Stenodermatinae. Esta apresenta como caracteristica marcante a presenca de uma
folha nasal membranosa em forma de lanca ou folha, na extremidade do focinho (PERACCHI
et al., 2011) e destaca-se como a mais versitil na exploracdo de alimentos dentre os
Chiroptera, podendo explorar frutos, néctar, pdlen, folhas, insetos, vertebrados e sangue
(GARDNER, 1977; BREDT et al, 2012; REIS et al, 2013; BAKER, 2016). Os frugivoros
desempenham importante papel na dispersdo de sementes, alguns botanicos afirmam que os
morcegos sao os dispersores mais importantes entre todos os mamiferos (HUBER, 1910).
Mikich (2002) sugere que vérias espécies de arvores da floresta de algumas regides tropicais
sdo dispersas por eles. De acordo com Bredtet al. (1996) e Mikich (2002) os melhores
dispersores de sementes nas Américas sdo os filostomideos, o que os coloca entre os
principais responsdveis pela regeneracdo das florestas neotropicais. Esse potencial de
dispersdo estd associado com seu hdbito de forrageio e sua mobilidade, pois percorrem
grandes distancias em busca de alimentos (GALINDO—GONZALEZ, 1998).

Dentre as espécies mais abundantes da familia Phyllostomidae estd Carollia
perspicillata (Linnaeus, 1758), esta possui tamanho médio, envergadura aproximadamente de
25 cm, massa média de 18,5g e comprimento total entre 66 ¢ 95 mm (Figura 1). Possui
orelhas curtas e menores que a cabeca; a folha nasal é bastante curta e triangular; o l1dbio
inferior possui formato de “V” com uma verruga centro marginal ornada por vérias papilas
pequenas, apresenta coloracdo variando de marrom quase negro a um marrom ferruginoso ou
cinza (CLOUTIER e THOMAS, 1992; REIS et al., 2013). Segundo Simmons (2005) é uma
das espécies de mamiferos mais abundantes nos continentes neotropicais. Esta espécie €

frugivora podendo complementar sua alimentagdo com insetos. C. perspicillata possui
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fundamental importancia na dispersd@o de sementes de diversas plantas pioneiras, auxiliando
na restauracdo natural de dreas degradadas (RICARDO et al. 2014) cerca de 200 plantas
possuem frutos consumidos por C. perspicillata (FABIAN et al. 2008; BREDT et al. 2012),
revelando assim ser um excelente dispersor de sementes, uma vez que sua digestdo € rdpida e

eficaz o que traz evidéncias de particdo de recursos por esta espécie.

Figura 1. C. perscicillata evidenciando a folha nasal e papilas distribuidas em V

Fonte: GENBIMOL

1. 3 Caracteristicas Morfométricas e Craniométricas

Morfometria e craniometria sdo medidas utilizadas para quantificar a diferenciacio
morfoldgica de uma espécie. A craniometria é geralmente definida como sendo uma técnica,
ou sistema convencional que determina a mediacdo do crinio de maneira sistematizada
universalmente. A craniometria permite o conhecimento das variabilidades morfolégicas dos
cranios (PEREIRA e ALVIM, 2006).

No estudo da morfometria utiliza-se de medidas para mensurar as diferencas entre as
espécies, criando referencias para comparacdes (PERES-NETO, 1995). Dentre as suas
aplicacdes, uma € a identificacdo de populagdes de organismos vivos, que podem assumir
formas ou tamanhos diferentes conforme o ambiente em que se desenvolveram. A andlise
morfométrica constitui uma importante ferramenta no estudo da morfologia, seja para a
deteccao de padrdes, ou mesmo determinacdo de anomalias e variacOes tanto de tamanho
quanto da forma (STUPP DE SOUZA, 2008). Virios estudos morfométricos e craniométricos
em morcegos vém sendo realizados a fim de classificar e organizar as espécies, em vista as

grandes similaridades a nivel de subfamilia e género (BAKER et al., 2002).
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1. 4 Marcadores moleculares

Os primeiros estudos sobre o uso do Genoma mitocondrial (mtDNA) como marcador
molecular datam das décadas de 70-80 com estudos envolvendo estrutura populacional,
relacdes filogenéticas e o entendimento de vdrios aspectos bioldgicos e evolutivos de uma
grande variedade de organismos (AVISE, 1994; ARIAS et al., 2003). O genoma mitocondrial
vem sendo utilizado em vérios estudos como marcador molecular por possuir caracteristicas
genéticas e estruturais extremamente peculiares e Unicas, apresenta facilidade em isold-lo,
possui um grande nimero de cépias por célula e tem tamanho pequeno e organizacio simples.
E um genoma pequeno (com aproximadamente 16 kb nos animais) e circular, com raras
excecoes. Apresenta heranca materna, possui 37 genes (13 genes codificadores de proteinas,
22 para RNA transportadores e 2 para as subunidades ribossdOmicas) € possui uma regiao nao
codificadora D-loop (Figura 2). O contetido génico € bastante conservado e a ordem em que
0s genes se encontram organizados no genoma costuma ser também conservada. A taxa

evolutiva, ou seja, de substituicdes de base € muito alta, quando comparada a do genoma

nuclear (ARIAS et al., 2003; MARQUES, 2003; SCHNEIDER, 2007).

Figura 2. Genoma mitocondrial (modificado a partir de Janke et al., 1994). As setas mostram os genes

utilizados nesse estudo.
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populacionais e relacionamentos filogenéticos (BURLAND e WILMER, 2001; BUSSCHE e
HOOFER, 2004; MARTINS et al., 2009; OLIVEIRA, 2013). Neste contexto foram
amplificados nesse estudo os genes rRNA 16S e COI para a espécie C. perspicillata de
ocorréncia no estado do Maranhdo. Dentre os genes mitocondriais o gene rRNA16S é o que
se apresenta mais conservado com baixas taxas de mutagdes, sendo bastante utilizado em
estudos para a identificacdo e caracterizacao de espécies (COLEMAN, 2003; NAEGELE et
al., 2006). O gene Citocromo Oxidase Subunidade I (COI ou Cox1) apresenta 1.551 pares de
bases, dos quais 648 sao consideradas como barcoding (MURAKAMI et al., 1998) e servem
como um cédigo de barras de DNA, possuindo vantagens na identificacdo de espécies,
especialmente em espécies cripticas, tendo em vista que possui divergéncias intraespecificas
menores que as interespecificas (HEBERT et al., 2003).

O presente trabalho objetivou identificar através da morfologia e molecular as espécies
do género Carollia de ocorréncia no estado do Maranhdo e inferir sobre a dindmica

populacional da espécie C. perspicillata.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Identificar através da morfometria, craniometria e molecular as espécies do género
Carollia de ocorréncia no estado do Maranhdo e inferir sobre a dinamica populacional da

espécie C. perspicillata

2.2 Objetivos Especificos

» Caracterizar a espécie C. perspicillata usando a craniometria e morfometria externa;

» Revelar o padrao craniométrico da espécie C. perspicillata

» Identificar via DNA barcoding a espécie C. perspicillata;

» Inferir sobre a dinidmica populacional de C. perspicillata de ocorréncia no estado do

Maranhao.

3 METODOLOGIA
3.1 Area de estudo
O Estado do Maranhdo possui drea superficial da ordem de 331.983,29 km?, sendo o

oitavo maior Estado brasileiro e o segundo do Nordeste em extensao territorial (IBGE, 2002).
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Esta localizado entre os paralelos 1°01° e 10°21” sul e os meridianos 41°48” e 48°50° oeste.
Ao norte limita-se com o Oceano Atlantico, sul e sudoeste com Tocantins, oeste com o Pard e
a leste e sudeste limita-se com Piaui. O Maranh@o encontra-se numa posicdo estratégica entre
trés macrorregides brasileiras: Nordeste, Norte e Centro Oeste, representa uma area de
transi¢do entre biomas, composto de Amazodnia legal, Cerrado e Caatinga o que lhe atribui
grande diversidade morfolégica e ambiental MARANHAO, 2011).

A floresta amazOdnica maranhense, do ponto de vista estrutural, € bastante semelhante a
floresta imida amazonica, possui florestas exuberantes, porém frageis e que sofrem com o
processo de devastacdo, visto que sdo sustentadas por seu ciclo biolégico (MUNIZ, 2011).
Segundo Valois (2003) estima-se que na Amazonia o estado do Maranhdo possua cerca de
40% da sua area de floresta ja desmatada.

O Cerrado Maranhense possui formacoes florestais com extensodes significativas com
destaque para as florestas estacionais deciduais e em menor abrangéncia florestas ombrofilas
densas (MARANHAO, 2011). As drvores do Cerrado, que compdem a vegetacio permanente,
sdo muito peculiares, com troncos tortuosos, cobertos por uma corti¢a grossa, cujas folhas sio
geralmente grandes e rigidas (FERRI, 1977). Estima-se que na drea do Cerrado sdo
encontradas um terco da biodiversidade brasileira e cerca de 5% da flora e fauna mundiais. O
Cerrado € considerado a savana biologicamente mais diversificada do mundo (HOGAN et al,
2002; SAWYER, 2002). H4 uma grande diversidade de habitats e de espécies e a maioria
destas esta restrita a dreas especificas que, em caso de destrui¢do, seriam levadas a extingdo

(MMA, 1999; HOGAN et al, 2002; SAWYER, 2002; KLINK e MACHADO, 2005).

3.2 Obtencao das amostras
Os espécimes de morcegos foram coletados em diferentes municipios no estado do
Maranhao: Caxias, Carutapera, Godofredo Viana, Turiacu, Candido Mendes, Sao Luis, Codo,

Chapadinha, Urbano Santos e Vargem Grande (Figura 3).
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Figura 3. Pontos de coleta das amostras de Carollia nos biomas Amazonia Legal e Cerrado no estado do

Maranhdo.
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As expedicOes foram realizadas aos municipios e as coletas realizadas por trés noites
consecutivas, os morcegos foram coletados com o uso de redes de neblina que foram armadas
junto as fontes de alimento e em possiveis rotas de voo no horario de 18:00 as 23:00 horas.
Apbs a coleta, os mesmos foram acondicionados em sacos de pano e transportados ao
Laboratério de Genética e Biologia Molecular do CESC/UEMA (GENBIMOL). No
laboratério os espécimes foram anestesiados, fotografados, medidos com o auxilio de um
paquimetro digital (300 mm-12”), identificados, pesados, sexados e verificados quanto a
condicdo reprodutiva, em seguida foram sacrificados e retirou-se o tecido muscular. Os
morcegos foram fixados em posi¢do anatdmica de cole¢do, com formol a 10% e conservados
em 4dlcool 70% GL. Os tecidos do uropatdgio dos espécimes dos municipios de Sdo Luis,
Codo, Chapadinha, Urbano Santos e Vargem Grande utilizados nas andlises, foram cedidos

pela equipe do professor Cirio Libio da UFMA.

3.3 Caracteres morfolégicos
Realizou-se identificacdo dos espécimes através dos caracteres morfolégicos, como:

Coloracao da pelagem, composi¢do do cranio, disposi¢do das papilas, disposi¢cdo dos dentes
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além da morfometria e craniometria. Para realizacdo craniométrica a retirada do cranio de
cada espécime foi realizada por meio de rebatimento bucal e a limpeza da pele por meio
manual e com o auxilio de larvas de insetos do género Dermestes (Coleopetra, Dermestidae).
Depois de limpos, os cranios foram clareados com dgua oxigenada a 10%, levados a estufa a
uma temperatura de 37°C para secagem e posteriormente identificados com numeracido e
acondicionados individualmente em frascos limpos.

Com auxilio de paquimetro digital, foram realizadas 16 medidas externas e 23
cranianas, adaptadas de Vizzotoe Taddei (1973), Martins (2008) e Andrade (2011), sendo
essas: pé (Pé), antebraco esquerdo (Ant E), antebraco direito (Ant D), polegar (Po), III
metacarpo (IIT Me), 1* falange do terceiro metacarpo (1* Fal- III), 2* falange do terceiro
metacarpo (2* Fal- III), IV metacarpo (IV Me), 1? falange do quarto metacarpo (1* Fal- IV), 2*
falange do quarto metacarpo (2* Fal- 1V), V metacarpo (V Me), 1* falange do quinto
metacarpo (1* Fal- V), 2* falange do quinto metacarpo (2° Fal- V), tibia (Ti), uropatagio altura
(Uro. Alt), uropatdgio comprimento (Uro. Comp), comprimento total (Ct), comprimento
condilo-canino (Cc), comprimento basal (Cb), comprimento palatal (Cpt), comprimento da
série de dentes superiores (CM?2/3S), comprimento da série de dentes inferiores (CM2/31),
comprimento da mandibula (Cm), Largura externa dos cingula-caninos (Lc), largura externa
dos molares (Lm), largura interorbital (Li), largura posorbitdria (Lp), largura zigomaética (Lz),
largura da caixa craniana (Lcx), largura mastéidea (Lmt), largura palatal (Lpt), altura da caixa
craniana (Acx), altura do occipital (Ao), comprimento do cranio até o incisivos (Clnc),
comprimento do canino ao processo mastdideo oposto (CaPMO), comprimento do nasal ao
foramen (NaFo), largura bula timpanica por¢cdo mais larga (LBTiL), largura bula timpanica na
porcao mais proximas (LBTPP) distincia entre incisivo e o caninos (DInca), altura da base do

cranio a crista sagital (BcCs) e comprimento basal (B).

3.4 Técnicas moleculares

O DNA total foi extraido usando o kit Wizard Genomic DNA Purification Promega
seguindo as instru¢des do fabricante (Anexo I).

Fragmentos dos genes rRNA 16S e COI foram amplificados a partir do DNA total
utilizando-se a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para o gene rRNA 16S
utilizou-se os primers descritos por Palumbi et al. (1991) e para o COI o descrito por Folmer

et al. (1994) (Tabela 1).
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Tabela 1. Condi¢des de PCR para isolamento dos genes: rRNA 16S e COL.

GENE PRIMERS Condicoes de PCR
94°C por 5’(Desnaturacdo inicial)
30 ciclos:
RNA 16S 16S-L1987 5 GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC ¥’ 94°C por 30” (Desnaturagéo)
16S-H2609 5> CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 3’ 50°C por 1’ (Anealling)

72°C por 2’ (Extensdo)
72°C por 7’ (Extens@o final)

94°C por 5’(Desnaturacdo inicial)
30 ciclos

LCO-1490 5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ 94°C por 45” (Desnaturagéo)
HCO-21985" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3’ | 55°C por 50”(Anealling)

72°C por 1” (Extensdo)

72°C por 10’ (Extensdo final)

COlI

Os produtos das PCRs foram visualizados em gel de agarose a 1% e purificados
usando o kit ExoSap IT conforme fabricante. Estes foram submetidos a reacdo de sequéncia
pelo método de Sanger et al. (1977) e depois precipitados e levados ao sequenciador

automatico de DNA. Protocolos descritos no anexo L

3.5 Analises dos dados
Analises morfométricas

A andlise univariada foi realizada no programa BioEstat 5.0 (AYRES et al. 2007) onde
foi testados quanto a simetria, através do teste de normalidade de Lillieffors que infere o grau
de distribui¢ao de uma amostra em relacdo a sua distribuicdo (HAIR et al., 2009). Para andlise
da variacdo nos valores absolutos das medidas para machos e fémeas foi realizado o teste de
Mann-Whitney (U) destinado a comparar amostras independentes € ndo paramétricas.

No software STATISTICA 13.0.159.7 (STATSOFT, 1993) foi realizado testes de
suposicoes inerentes as bases estatisticas da andlise multivariada onde foram utilizados para
determinar a contribui¢io de cada um dos caracteres, a fim de estimar sobre a possivel
segregacdo de grupos geograficos. A associacdo entre as varidveis foi testada pelo método de
rotacdo ortogonal Varimax normalizado, que redistribuiu as variancias dos primeiros fatores
na busca de um padrdo mais simples.

A andlise discriminante foi realizada para calcular as distancias entre os grupos
baseadas na Matriz de Distancia de Mahalanobis (D2). O gréfico can6nico também foi
realizado para resumir a maior parte da informag¢do original a um nimero minimo de fatores

em todos os grupos amostrais e originou um gréifico de dispersao das populacdes.
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Analises Moleculares

As sequéncias de DNA foram alinhadas no programa Bioedit (HALL, 1999). A
qualidade da informacdo foi estimada através do programa DAMBE (XIA e XIE, 2001). As
andlises de distancias evolutivas e relagdes de parentesco foram realizadas no programa
MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013). A significancia dos agrupamentos foi estimada pela
andlise de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). Para obtencdo do nimero de haplétipos e
frequéncias haplotipica e nucleotidica foi utilizado o programa DnaSP 5.10 (ROZAS et al.,
2003). Para verificar a existéncia de diferenciacdo populacional foi utilizado o programa
ARLEQUIN, versdo 3.1 (EXCOFFIER et al., 2007). A distribui¢dao dos haplétipos foi inferida
por meio da construcdo de rede haplétipos, obtida através do programa NETWORK 4.5.1.0
(BANDELT et al., 1999). Para verificar a estruturagdo populacional da espécie foi realizado

analise bayesiana utilizando o programa BAPS6 (CORANDER et al., 2008).

4 RESULTADOS
4.1 Analises Morfologica

Foram selecionados 50 espécimes do género Carollia dos municipios de Caxias/MA,
Turiagu/MA, Godofredo Viana/MA e Carutapera/MA, onde verificou-se que a coloragdo
variou de marrom quase negro a um marrom ferruginoso, apresentaram arco zigomatico
incompleto, distribui¢do das papilas em forma de V e composi¢do dentdria de acordo com a
literatura, com 1 2/2, ¢ 1/1, pm 2/2, m 3/3 = 32 dentes (Figura 4). Os cranios apresentaram
variacdes na disposicdo dos dentes no que se refere ao 2° incisivo, quando visualizados
ventralmente foi facilmente evidenciado em virios espécimes a presenca do 2° incisivo,

enquanto para outros espécimes este foi dificilmente visto (Figura 5).

Figura 4. Cranio de Carollia mostrando a composicao dentdria e arco zigomdtico incompleto.
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Figura 5. Cranio de Carollia mostrando a composi¢do dentdria com disposi¢do ventral (A e B) e frontal (C a F).
Em A) O 2° incisivo de facil visualizagdo; Em B) 2° incisivo dificil visualizagdo; Em C, D, E e F) O 2° incisivo

de fécil visualizagdo.

A andlise morfolégica ndo mostrou variacdes significativas no tamanho e coloracio
dos espécimes e as medidas que diferenciam as espécies, antebraco e tibia tiveram

sobreposi¢@o. Antebraco variou de 39 mm a 43,89mm e a tibia de 17,1mm a 20,62mm
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4.2 Analises estatisticas
Andlise Univariada

A andlise univariada, com as medidas morfométricas e craniométricas, permitiu
conhecer os outliers mostrando que tais medidas ndo seriam utilizadas nas andlises. Cada
medida de machos e fémeas foi comparada por meio do teste ndo paramétrico de Mann
Whitney (U) o mesmo revelou ndo ser importante analisar machos e fémeas separadamente,
pois ndo apresentaram dimorfismo sexual quanto as medidas. O teste ndo paramétrico de
Mann Whitney (U) mostrou valores de P ndo significativos para separacdo das 39 medidas, os
valores de P variaram de 0,0 Ant D a 0,93 Polegar (Figura 6), seria significante valores de P>
1. Quando analisado a amostragem, ndo mostrou mudancas significativas mesmo mudando o

escore de aumento amostral.

Figura 6. Teste nao paramétrico de Mann Whitney (U). Em A variacdo de medidas entre fémeas e machos para

o Antebraco e em B a variacdo de medidas para o polegar.
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Anélise multivariada
Andlise Fatorial

Na andlise estatistica fatorial e de comunalidade foi selecionado as medidas que
permaneceriam na andlise, o valor 0,7 foi utilizado para a mensuracio do grau de
significancia de cada uma das caracteristicas trabalhadas a partir do método de rotagdo por
Varimax que redistribuiu as varidncias dos primeiros fatores na busca de um padrdo mais

simples. Todas as medidas selecionadas pela andlise fatorial atenderam a niveis aceitdveis de
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explicacdo, tanto pelas cargas significativas, quanto pela alta comunalidade, ou seja, quantia

de variancia no compartilhamento com as demais medidas da anélise (Tabela 2).

Tabela 2. Matriz de andlise fatorial com fatores principais de varidveis dos componentes da tltima rotagdo com

VARIMAX normalizado. Comum = R - quadrado multiplo) valores amostrados > 0,7

Variavel Fator 1 Fator 2
At. E 0.713928 -

Ant. D 0.756098 -

IIIMe 0.741788 -

Vme 0.808795 -

B - 0.746358
Ao - 0.862219
CC+Inc - 0.898475
Cca-PMO - 0.834137
NaFo - 0.905816
BTPP - 0.833368
BcCs - 0.782384
Eigenvalue 7.876531 6.042218
Total variance % 20.72771 15.90057
Cumulative % 20.72771 36.62829

Andlise discriminante Canonica

A discriminag¢do entre a média das varidveis pelo método Foward Stepwise foi
significativa, com A=03570, F (16,16) = 27.014; p < 0000. A medida que mais contribuiu para
a discriminag¢do em geral foi Lpt = 0,155 e a que menos contribuiu foi U. Com. = 0,03. Na
andlise canoOnica foi calculado as diferencas (ortogonais) das funcdes discriminantes
independentes. Os coeficientes padronizados para varidveis canOnicas de determinadas
medidas indicam quais caracteristicas contribuiram para a fun¢do discriminante. A primeira
funcdo discriminante principal utilizada nessa andlise foi a medida Inca com 0.561 na
primeira raiz e 3.782 na segunda raiz bem como Lp com -0.114 e -0.974 na primeira e
segunda raiz respectivamente.

Considerando a anélise candnica verifica-se nos mapas territoriais de dispersdao uma
distingdo entre as populacdes analisadas com separacdo da populacdo de Caxias para as
populagdes de Turiagu, Candido Mendes, Carutapera e Godofredo Viana (Figura 7).
Observou-se a presenca de duas linhagens de C. perspicillata considerando as medidas
morfométricas e craniométricas. Deste modo, percebe-se que as populagdes aqui estudadas se
comportam de maneira distinta havendo aproximacdo entre as populagdes de Turiacu,

Candido Mendes, Carutapera e Godofredo Viana.
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Figura 7. Escores da fungio discriminante das populagdes de C. perspicillata no estado do Maranhzo.
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Um fragmento de 653 pares de bases (pb) do gene Citocromo oxidase subunidade I

(COI) do DNA mitocondrial foi sequenciado para 81 espécimes de Carollia de dez

populagdes provenientes dos municipios maranhenses, onde 600 sitios foram conservados, 53

varidveis e 26 filogeneticamente informativos para parcimdnia. Para a identificacdo da

espécie foi estimado o grau de similaridade das sequéncias nucleotidicas obtidas no presente

trabalho com as sequéncias depositadas na plataforma BOLDSystems (The Barcodeof Life

Data System). A variagdo foi menor do que 0,5% (99,51% a 100%) para espécie C.

perspicillata (Tabela 3).



Tabela 3. Similaridade de sequencias obtidas dos espécimes do Maranhdo com as disponiveis na plataforma

BOLDSystems.

GENBIMOL/ Cédigo Localidade Molecular/BOLD  Similaridade (%)
BR2-04 Chapadinha C. perspicillata 99.67
BRI1-3 Chapadinha C. perspicillata 100
BR1-7 Chapadinha C. perspicillata 99,67
BR1-8 Chapadinha C. perspicillata 99,84
BR1-15C Chapadinha C. perspicillata 99, 68
CESC 124 Caxias C. perspicillata 100
CESC 119 Caxias C. perspicillata 100
CESC 134 Caxias C. perspicillata 99,49
CESC 140 Caxias C. perspicillata 100
CESC 141 Caxias C. perspicillata 99,84
CR1-1 Codo C. perspicillata 99,51
CRI1-2 Codo C. perspicillata 100
CR1-3 Codo C. perspicillata 99,84
CRI1-5 Codo C. perspicillata 99,35
CR2-1 Codo C. perspicillata 99,67
EP2-4 Urbano Santos C. perspicillata 99,51
EP4-2 Urbano Santos C. perspicillata 99,84
EP4-3 Urbano Santos C. perspicillata 100
EP4-6 Urbano Santos C. perspicillata 100
EP Urbano Santos C. perspicillata 100
FP8-3 Vargem Grande C. perspicillata 100
FP8-11 Vargem Grande C. perspicillata 100
FP8-12 Vargem Grande C. perspicillata 100
FP8-15 Vargem Grande C. perspicillata 100
FP8-42 Vargem Grande C. perspicillata 99,67
MERCK 68 Sao Luis C. perspicillata 99,68
MERCK 71 Sao Luis C. perspicillata 100
MERCK 73 Sao Luis C. perspicillata 99,84
MERCK 60 Sao Luis C. perspicillata 100
MERCK 62 Sao Luis C. perspicillata 99,84
RRM 09 Godofredo Viana  C. perspicillata 100
RRM 11 Godofredo Viana  C. perspicillata 100
RRM 12 Godofredo Viana  C. perspicillata 100
RRM 24 Godofredo Viana  C. perspicillata 99,84
RRM 115 Godofredo Viana  C. perspicillata 100
RRM 36 Carutapera C. perspicillata 99,68
RRM 15 Carutapera C. perspicillata 99,84
RRM 57 Carutapera C. perspicillata 100
RRM 58 Carutapera C. perspicillata 100
RRM 63 Carutapera C. perspicillata 100
RRM 69 Candido Mendes C. perspicillata 100
RRM/ 76 Candido Mendes C. perspicillata 100
RRM 151 Turiacu C. perspicillata 100
RRM 154 Turiagu C. perspicillata 99,84
RRM 156 Turiagu C. perspicillata 100
RRM 161 Turiagu C. perspicillata 99,67
RRM 173 Turiacu C. perspicillata 100
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A andlise do gene COI apresentou 46 haplétipos, diversidade haplotipica de 0,927 e
nucleotidica de 0,008. Quando as populacdes foram analisadas isoladamente observou-se que
os maiores valores de diversidade haplotipica ocorreram para as populagdes de Caxias,
Chapadinha, Cod6, Carutapera, Sao Luis e Urbano Santos. Os menores indices de diversidade
haplotipica foi encontrado na populacido de Candido Mendes. Os testes de neutralidade de D e
Fs nao foram significativos, considerando todas as populacdes agrupadas ou populacdes
isoladas, com P significativo, isto é, 0,10 > P > 0.05 indicando que o polimorfismo estd de

acordo com o modelo neutro de mutagdes (Tabela 4)

Tabela 4. Diversidade genética com base no gene mitocondrial COI nos espécimes de C. perspicillata do estado
do Maranhdo.

Populacoes N NH S h T D de TaJima Fs de Fu
Candido Mendes 2 1 - 0 0 - -
Caxias 12 9 16 0,939 0,006 -0,835 -1,108
Carutapera 6 5 11 0933 0,007 -0,105 -0,345
Chapadinha 12 11 19 0985 0,007 -0,909 -0,930
Codé 12 11 18 0,985 0,007 -0,702 -0,826
Godofredo Viana 5 3 5 0,700 0,004 1,123 1,220
Sao Luis 6 5 8 0933 0,004 -0,735 -0,682
Turiagu 5 3 7 0,700 0,004 -1,161 1,220
Urbano Santos 8 7 10 0,964 0,004 -1,512 -1,565
Vargem Grande 13 7 11 0,846 0,005 0,051 -0,813
Populacoes agrupadas 81 46 26 0,927 0,008 -1,679 -3,115

N= ntimero amostral, NH = numero de hapldtipos, S= sitios polimoérficos, h = diversidade haplotipicas e n=
diversidade nucleotidica.

Dos 46 haplétipos os mais frequentes foram o haplétipo 6 (H6) observado em todas as
populacdes exceto Caxias e haplétipo 2 (H2) encontrado em Sdo Luis, Godofredo Viana,
Chapadinha, Codd, Vargem Grande e Carutapera. Os haplotipos exclusivos foram observados
em nove populagdes, exceto para Candido Mendes (Tabela 5). Os sitios polimoérficos e as

substituicdes mais frequentes sdo mostrados na tabela 5
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Tabela 5. Hapl6tipos de C. perspicillata com suas respectivas frequéncias e localidades de coleta com base no

gene mitocondrial COL

SITIOS POLIMORFICOS
NH 111111111111222233344444555555666666666 | FREQ POPULACAO
112334466799011345667899355801623578234567123334555
68169577838105103492780217925721387232496468702581023
H1 | GACCTTCTCTTCAATTGAATGATTTATTTAAATTGTCTTCCATCACTTTCTAA 1 CHA
CHA, COD, V.GRA,
H2 T..CC T e ettt et e te et Gttt ettt e, 9 SLZ. G.VIA E CAR
) 1€ T R L o o @ S 1 CHA
H4 |A...... O o At e 1 CHA
HS [A....... O 1 CHA
CHA, COD, U.SAN,
H6 | ....... cc..T..C. CA..vvnnn. Gevinnnn ettt eeienn 20 V.GRA, SLZ, G.VIA,
CAR, C.MEN E TUR
H7 | ....... CC..T..C. CA....... (o] 1 CHA
H8 | ....... CoetTe'eCuvevnnnnn. Cout et et e C.Govvnnnn 1 CHA
H9 [G...... cc..T..cC. CA.C.C R 1 CHA
H10 A O O L A.CCGTCC. 1 CHA
Hi1 | ..... C.CC..T. A..CA....ucun.. ettt i e CCGTC.C 1 CHA
HI2|....... o]0 T..CCGTC.C 1 CAX
H13 | ....... o] @ CCGTC.C 1 CAX
H14 N & CCGTC.C 1 CAX
HIS5| ....... CC..T..C....CA........ ettt e CCGTA.C 3 CAX
H16 | ....... cc..T..C. CA.Cuvunn. GGt i e e CCGTA.C 1 CAX
HI17 | ....... (O] O L Geee e i i CCGTC.C 2 CAX
HIS | ....... CC..Tv.n... [ Coeeeeeeeen CCG.C.C 1 CAX
HI9 | ....... o] O A.T Gueveeeneenn 1 CAX
H20 | ....... 0] @ . Tttt eeeennn 1 CAX
H21 | ....... cC..T..C..G.CA.C...... (e Tevnn.. 1 COD
H22 | G..... CCC..T. Acooun... Guevevennn ettt et e e e 1 COD
H23 | ....... CC..Tviennnn. ettt Coutee e e 1 COD
H24 | ....... CC..Tueieinnnn. Cov e ettt et et et et ettt 1 COD
H25 | ...... ACC..T..C. CA.evvnnn. ettt e 1 COD
H26 | ...... N L 2 COD E V.GRA
H27 | A.T....CCo.T i ii i ot e e e e e e e 1 COD
H28 | G iR CCT . e e ettt e ettt et ettt et ettt et e 1 COD
H29 | G...... L2 1 COD
H30 | G...... CC..Tvvu.n.. CA.vvvrnnnn. Gttt et e, 1 U.SAN
H31 | G...... 0] 0] 081 1 U.SAN
H32 | G..... [ 1 U.SAN
H33 | ....... CC..Tee.AChuveiieen Gevinn Ce e te e eeeeen 1 U.SAN
H34 C...CC..T..C....CA........ Goe ettt e e e 1 U.SAN
H35 | G...... CC..T..C....CA........ e 1 U.SAN
H36 | G..... cC...TA.C....CAG....... (I 1 V.GRA
H37 | ....... cC..T..C....CA.C...... (S 2 V.GRA
H38 | G..C..CC...T e ii i ottt e e e et e e 3 V.GRAE SLZ
H39 | ....... (o] O L ottt e e e 2 V.GRA E TUR
H40 | ....... o]0 A...... Gueveeeeeenn 1 SLZ
H41 | ....... cc..T..cC. CA........ N o 1 SLZ
H42 | ....... ] @1 1 G.VIA
H43 | ....... CoooTovnn.. GeoeoCuvvvnnn ChAt ettt et 1 CAR
H44 | ....... cCC..T..C.A..CA........ Gueveeeeeen Tt i i 1 CAR
H45 | ....... o] 1 CAR
H46 Goevun o] 1 TUR

NH = ndmero de haplétipos; Freq= frequéncia; CAX=Caxias; V.GRA=Vargem Grande, SLZ=Sao Luis;
U.SAN =Urbano Santos; COD=Cod6; CHA=Chapadinha; CAR =Carutapera; G.VIA=Godofredo Viana;
TUR=Turiagu; C.MEN= Candido Mendes.
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A andlise dos hapldtipos resultou em uma rede que revelou dois haplogrupos, com

uma diferenciacdo para a populacdo de Caxias (Figura 8).

Figura 8. Rede de haplétipos com base no gene mitocondrial COI para populagdes de C. perspicillata no estado
do Maranhdo. Os nimeros representam a posicdo das mutacdes que separam os haplétipos e o tamanho dos

circulos é proporcional a frequéncia com que estes ocorrem nas localidades amostradas.
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A média da matriz de divergéncia nucleotidica foi gerada com o algoritmo Kimura 2
parametro (K2P). A divergéncia variou de 0,0 a 1,5%. Quando analisada a média de
divergéncia genética dentro das populacdes observou-se uma divergéncia de 0,0% na
populacdo de Candido Mendes, 0,8% em Chapadinha e Cod6. Quando comparada a média de
divergéncia genética entre as populacdes foi encontrado 0,2% entre Candido Mendes e
Urbano Santos; Turiagu e Candido Mendes e 1,5% entre Caxias e Chapadinha; Cod6 e

Caxias; Carutapera e Codo; Carutapera e Caxias (Tabela 6).
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Tabela 6. Percentual médio de divergéncia nucleotidica gerada para o gene COI nas populagdes de C.

perspicillata.

= DIVERGENCIA GENETICA %
POPULACOES I 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. Chapadinha 0,8
2. Caxias L5 0,7
3. Codo 08 15 08
4. Urbano Santos 06 14 07 04
5. Vargem Grande 07 14 06 06 0,6
6. Sdo Luis 06 14 06 05 06 05
7. Godofredo Viana 06 14 06 05 05 05 04
8. Carutapera 07 15 07 07 06 06 05 07
9. Candido Mendes 04 12 05 02 04 03 03 05 0,0
10. Turiagu 06 14 06 04 05 04 04 06 02 04

A construcdo das arvores filogenéticas pelos métodos Neighbor-Joining (NJ), Médxima
Parcimonia (MP), Médxima Likelihood (ML), com o algoritmo Kimura 2 parametro para o
método de distancia genética, mostrou topologias similares para os 46 haplétipos encontrados
no estado do Maranhdo (Figura 9). As espécie Molossus rufus e Artibeus lituratus foram

utilizadas como grupo externo (outgroup)
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Figura 9. Arvore filogenética Neighbor-Joining (NJ) com o uso do algoritmo Kimura 2 parimetro com base no
gene mitocondrial COI, observado entre os 41 haplétipos de C. perspicillata do Estado do Maranhdo. Os valores
dos ramos correspondem aos valores de bootstrap Neighbor-Joining (NJ), Médxima Parcimonia (MP) e (Maxima
Likelihood (ML)) da esquerda para direita. CHA=Chapadinha, SLZ= Sdo Luis,GVIA= Godofredo Viana,
CAX=Caxias, CAR=Carutapera, COD=Cod6, TUR=Turiagu, USAN= Urbano Santos, VGRA = Vargem
Grande, CMEN = Candido Mendes.
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Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) foi executada para analisar a diferenciacio
genética nas populacdes. Os resultados dos testes de AMOVA mostraram que a maior
porcentagem de variagdo genética ocorreu dentro das populagdes (72,37%) e constatou-se um

FST =0.27630 com P significativo p < 0,0 (Tabela 7).

Tabela 7. Andlise molecular de varidncia (AMOVA) com base no gene mitocondrial COI nas populacdes de C.

perspicillata do estado do Maranhao.

Tipos de Variacdo | Componentes de Variacido | Variacdo (%) | Fsr P*
Entre populagdes 0.75300 Va 27,63
Dentro das populag¢des 1.97226 Vb 72,37 0.27630 | <0.0

*Valores de P calculados com 1.023 permutacdes aleatdrias

Na anélise bayesiana quando considerado duas populagdes o k foi igual a dois
revelando duas linhagens, com a populacido de Caxias sendo uma linhagem diferenciada das
demais populagdes que formaram a outra linhagem (Figura 10 A). Quando considerado dez
populacdes o k foi igual a trés indicando a ocorréncia de trés linhagens, com a populagdo de
Caxias sendo uma linhagem diferenciada das demais populacdes que tiveram linhagens

compartilhadas, exceto Candido Mendes (Figura 10B).

Figura 10. Andlise bayesiana para o gene COI dos espécimes de C. perspicillata do estado do Maranhdo. 1-
Chapadinha, 2 — Caxias, 3 — Cod6, 4 — Urbano Santos, 5 — Vargem Grande, 6 — Sdo Luis, 7 — Godofredo Viana,
8 — Carutapera, 9 — Candido Mendes, 10 — Turiacu. A largura das faixas representa o nimero de espécimes em

cada populagdo

A

K2

K3




32

Gene rRNA 16S

Um fragmento de 543 pares de bases (pb) do gene RNA ribossomal 16S (rRNA 16S)
do DNA mitocondrial foi obtido para 145 espécimes de C. perspicillata de dez populagcdes de
diferentes municipios do estado do Maranhdo. Destes 508 pb foram conservados, 33 varidveis
e 17 foram informativos para parcimonia. A andlise apresentou 36 haplétipos, diversidade
haplotipica (h) de 0,765 e nucleotidica () de 0,03 (Tabela 8).

Quando analisada isoladamente as populacdes, observou-se que os maiores valores de
diversidade haplotipica ocorreu na populacido de Carutapera (0,956). Os menores indices de
diversidade haplotipica foram constatados nas populacdes de Candido Mendes (0,0) e Caxias
(0,659). Os testes de neutralidade de D (TAJIMA, 1989) e Fs (FU, 1997) nao foram
significativos, considerando todas as populacdes agrupadas ou populagdes isoladas, com P >

0,02, indicando que o polimorfismo estd de acordo com o modelo neutro de mutagdes (Tabela

8).

Tabela 8. Diversidade genética de C. perspicillata do estado do Maranhdo com base no gene mitocondrial rRNA

16S

Populacoes N NH S h T D de TaJima FS de Fu
Candido Mendes 4 1 0 0,0 0,0 - -
Caxias 28 8 10 0,659 0,003 -1,150 -2,104
Carutapera 10 8 8 0956 0,004 0,585 -0,834
Chapadinha 17 8 15 0,816 0,005 -1,413 -1,693
Codo 20 5 6 0,695 0,002 -0,618 -1,556
Godofredo Viana 5 3 5 0,700 0,004 0,0 0,0
Sao Luis 10 6 12 0,867 0,006 -0,801 -1,036
Turiagu 10 6 7 0,844 0,003 -0,850 -0,628
Urbano Santos 21 9 10 0,824 0,003 -0,920 -1,487
Vargem Grande 20 10 10 0,837 0,004 -0,761 -0,490
Populacoes agrupadas 145 36 16 0,765 0,003 -2,042 -3,800

N= nidmero amostral, NH = nimero de haplétipos, S= sitios polimérficos, h = diversidade haplotipicas e n=

diversidade nucleotidica.

Dos 36 haplétipos os mais frequentes foram haplétipol (H1) compartilhados entre
todas as populacdes, seguido do haplotipo 6 (H6) em Turiagu, Caxias, Chapadinha, Codo,
Urbano Santos, Carutapera, Vargem Grande, Godofredo Viana e Sdo Luis; haplétipo 2 (H2)
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em Caxias, Urbano Santos e Turiacu; haplétipo 8 (H8) em Caxias e Chapadinha e haplétipo
28 (H28) em Urbano Santos e Vargem Grande, os demais haplétipos foram tnicos para as
populacdes (Tabela 9).

Tabela 9. Haplétipos de C.perspicillata com suas respectivas frequéncias e localidades de coleta com base no

gene mitocondrial rRNA 16S.

Sitios Polimoérficos
1112222333455
NH | 5550470248003733 | Fred- Populagdo
1791839433193147
Hl | CTGCTCTTTTGGTCTG | 63 | V.GRA,SLZ, CAX, U.SAN, COD, CHA, CRT, C.MEN, G.VIA e TUR
H2 | ....C..C.oeevn.. 6 CAX, USAN e TUR
H3 | ....C...... A.... 1 CAX
H4 | ...... C.C..A.... 3 CAX
HS | ...... C.Covivnn. 1 CAX
H6 | ...... C.Covevnn. 31 V.GRA,SLZ, CAX, U.SAN, COD, CHA, CRT, G.VIA e TUR
H7 | ..... TC.Covvvnn. 1 CAX
HS8 | ...... C.Covvnn. 2 CAX e CHA
HO | ...... C.C....T.. 1 COD
HIO| ........ Covinnnn 1 COD, CRT, U.SAN e V.GRA
HII | .A.T.oiiinn... T 1 COD
HI2 | ..ovvnen.... A.... 2 TUR
HI3 | ......... Covevnn 1 TUR
Hi4 | ...... C.Covvvnn. 1 TUR
HIS | ..... TC.C.A..... 1 CAR
HI6 | .A...vvvn.... T.. 1 CAR
HI7 | ...... C.C.A..... 1 CAR
HIS | TA....ocvvvnn... T 1 CAR
HIO [ T....... Covennnn 1 G.VIA
H20 | ....... C....C... 2 CHA
H21 | ....C..C........ 1 CHA
H22 | ...... C.Covvvnn. 1 CHA
H23 | TAA.....ovnnnn.. 1 CHA
H24 | T.ovvivnnnnnn... 1 CHA
H25 | T.A............. 1 U.SAN
H26 | o T 1 U.SAN
H27 | ....C..C.un... C. 1 U.SAN
H28 | ...... C.C...C... 3 U.SAN e V.GRA
H29 | .A..... ... . ..., 1 U.SAN
H30 | ...T...vun.... C. 1 V.GRA
15 K I 1 V.GRA
H32 | ...... C.Cou... ca 1 V.GRA
H33 | .oiiiieiea. ca 1 V.GRA
H34 | T...C..C........ 1 SLZ
H35 | TAA...C.CC.A.... 1 SLZ
H36 | .A.eiiiieeenn... 1 SLZ

NH = ntimero de haplétipos; Freq = frequéncia; CAX = Caxias; V.GRA = Vargem Grande, SLZ = Sao Luis;
U.SAN = Urbano Santos; COD = Codé; CHA = Chapadinha;CAR = Carutapera; G.VIA = Godofredo Viana;
TUR = Turiacu; C.MEN = Candido Mendes.
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A média da matriz de divergéncia nucleotidica foi gerada com o algoritmo Kimura 2
parametro (K2P). A divergéncia variou de 0 a 0,5%. Quando analisada a média de divergéncia
genética dentro das populacdes observou-se uma divergéncia de 0,6% e 0,5% em Chapadinha
e Carutapera respectivamente. Quando comparada a média de divergéncia genética entre as
populacdes o menor valor encontrado foi de 0,2% e o maior de 0,5% entre vérias populacdes

(Tabela 10).

Tabela 10. Percentual médio de divergéncia nucleotidica gerada para o gene rRNA 16S nas populacdes de

C.perspicillat

% DIVERGENCIA GENETICA

POPULACOES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1. Caxias 0,3

2. Codé 0,2 0,0

3. Turiagu 0,3 0,3 0,4

4. Carutapera 0,4 0,3 0,4 0,5

5. Candido Mendes 0,3 0,2 0,3 04 02

6. Godofredo Viana 0,3 0,3 0,4 04 03 04

7. Chapadinha 0,4 0,3 0,5 05 04 04 0,6

8. Urbano Santos 0,3 0,2 0,4 04 03 04 04 0,4

9. Vargem Grande 04 0,2 04 04 03 04 05 0,4 0,4

10. Sdo Luis 0,3 0,3 04 05 03 03 05 0,4 04 04

Foram construidas 4arvores filogenéticas pelos métodos Neighbor-Joining (NJ),
Miéxima Parcimonia (MP), Maxima Likelihood (ML), com o algoritmo Kimura 2 parametro
para o método de distancia genética mostrou topologias similares para os 36 haplotipos
(Figura 11). A espécie Molossus rufus e Artibeus lituratus foram utilizadas como grupo
externo (outgroup)

Na anélise bayesiana quando considerado duas populagdes o k foi igual a dois
revelando duas linhagens, com a populagdo de Caxias sendo uma linhagem diferenciada e
compartilhada em algumas populagdes (Figura 12 A). Quando considerado dez populacdes o
k foi igual a trés indicando a ocorréncia de trés linhagens, com a populacido de Caxias sendo

uma linhagem diferenciada, mas compartilhada em algumas populacdes (Figura 12B).



35

Figura 11. Arvore filogenética Maxima Likelihood com o uso do algoritmo Kimura2parimetro, com base no

gene mitocondrial TRNA 16S de C. perspicillata. Os valores dos ramos correspondem aos valores de bootstrap
(Méaxima Likelihood (ML), Neighbor-Joining (NJ) e Maxima Parciménia (MP)). CHA=Chapadinha, GVIA=
Godofredo Viana, CAX=Caxias, CAR=Carutapera, COD=Cod6, TUR=Turiagu, USAN= Urbano Santos, VGRA

= Vargem Grande.
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Figura 12. Anilise bayesiana para o gene 16S dos espécimes de C. perspicillata do estado do Maranhdo. 1 -
Caxias, 2 — Candido Mendes, 3 — Carutapera, 4 — Chapadinha, 5 — Codd, 6 — Godofredo Viana, 7 —,Sdo Luis 8 —
Turiagu, 9 — Urbano Santos, 10 — Vargem Grande. A largura das faixas representa o nimero de espécimes em

cada populagdo
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5. DISCUSSAO
Identificacao e Analises Morfométricas e Craniométricas

Na identificacdo dos espécimes utilizando os dados morfolégicos externo descritos na
literatura, tais como: tamanho da orelha, disposi¢cdo das papilas e coloracio (SIMMONS,
2005) ndo houve diferenca significativa, bem como nas andlises morfométricas em que nao
mostraram diferenca quanto ao tamanho, caracterizando assim a existéncia de uma unica
espécie C. perpicillata, entretanto nas andlises da morfologia craniodentaria mostrou
diferencas significativas na disposicdo interna dos dentes do maxilar superior. Alguns autores
como Simmons (2005) e Reis et al (2013) consideram esta caracteristica como capaz de
distinguir as espécies C. perspicillata e C. brevicauda. Reis et al (2013) salienta que em C.
brevicauda o segundo incisivo é facilmente visualizado, enquanto que em C. perspicillata o
segundo incisivo € dificilmente visualizado na fileira de dentes superiores. Esta caracteristica
no que se refere a fécil e dificil visualizacdo do segundo incisivo foi verificado em varias dos
espécimes analisados neste trabalho.

Segundo Simmons (2005), Reis et al. (2011) os espécimes de C. perspicillata e C.
brevicauda distinguem-se também pelo tamanho, onde C. perspicillata é maior que C.

brevicauda. Entretanto segundo Koopman (1994) grandes espécimes de C. brevicauda
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possuem medidas de pequenos C. perspicillata havendo assim ampla sobreposi¢do no
tamanho do antebraco entre esses individuos. Neste estudo as medidas ndo alcangcaram
magnitude suficiente para distinguir essas espécies.

Baker et al. (2002) considera este grupo de Carollia como um complexo de espécies,
chamando complexo de C. brevicauda, em seu estudo ele encontrou uma outra espécie de
Carollia quando estudava C. brevicauda, este ressalta ainda que C. perspicillata € um grupo
parafiletico com C. brevicauda e que mesmo assim, as diferencas entre individuos dessa
espécie sdo comumente classificados como sendo C. perspicillata.

Os dados aqui apresentados confirmam a dificuldade taxondmica para identificacdo
das espécies de Carollia e corroboram com Solari e Baker (2006); Flores Salcedo (2010) onde
relatam que taxonomicamente as fronteiras morfoldgicas das espécies de Carollia nao foram
claramente determinadas, sendo de acordo com esse caractere considerado um complexo de
espécies ainda a ser resolvida. Freeman (2000) considera Carollia o tdixon mais ancestral e
menos especializado entre os filostomideos.

Os dados craniométricos sdo amplamente utilizados para classificacdo e mensuracao
na diferenciacdo das espécies, estudo realizado por Silva (2016) faz uma classificacdo na
evolucdo da familia Phylostomidae a partir das medidas cranio facial, o mesmo considerou
que a existéncia de interacdo entre o hédbito alimentar e as medidas de comprimento e largura
da maxilar superior estdo estritamente relacionadas especialmente para animais frugivoros
corroborando com os dados aqui encontrados, uma vez que as medidas do maxilar superior
(C-M2/3]) foi uma das varidveis discriminantes utilizadas para mensuracdo canonica.

Alguns estudos de morfologia craniana em espécie de Carollia sugerem que a variacio
de tamanho € a principal fonte de diferenciacio morfolégica (FLORES e SALCEDO, 2010;
L’OPEZ-AGUIRRE, 2015) n3o hd uma delimitacdo para cada espécie desse género quanto
aos padroes de variagdo de forma. Um dos fatores que podem contribuir para a diversificagdo
do tamanho dos espécimes pode ser a distancia geogriafica, como ocorre também em
individuos da mesma espécie, fato observado neste estudo.

Para Taddei e Uieda (2001) a variacdo no tamanho de morcegos em biomas distintos é
um evento observado em diversas espécies com amplas faixas de distribuicdo, fato que parece
acontecer também nos espécimes de C. perspicillata, uma vez que no grafico de dispersao
candnico os espécimes do Cerrado ficaram separados dos espécimes da Amazodnia legal
Maranhense corroborando com o trabalho de Jarr'in e Menendez-Guerrero (2011) que relatou
que a variacdo de forma do cranio foi relacionado com as flutuacdes ambientais, e que a

relacdo foi espécie-especificos e com Pavan et al., (2011) onde estudos evolutivos revelam a
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influéncia da orogenia andina (Coldmbia) e da floresta tropical na formacao dos processos de
diversificacdo do género Carollia.

No trabalho de L’opez-Aguirre (2015), em estudo comparativo do cranio e da
mandibula de Carollia foi observado que Carollia castanea era a espécies mais diferente
entre as outras espécies de Carollia enquanto que para C. perspicillata e C. brevicauda houve
um padrdo bem similar, estes dados corroboram com os encontrados nas andlises
craniométricas aqui apresentadas, tendo em vista que tanto nas andlises univariadas, andlise
fatorial, andlise discriminante e andlise can6nica ndo conseguiram separar essas duas espécies,
consequentemente, o observado foi um status especifico com pelo menos duas linhagens

diferentes para os biomas maranhenses Cerrado e Amazonia Legal.

Identificacdo molecular e Analises genética

Em corroboracdo com vdrios estudos da literatura, a identificacdo morfoldgica das
espécies de Carollia de ocorréncia nos biomas Cerrado e Amazdnia maranhense traz
diferencas muitos sutis no que se refere a diferenciacdo das espécies, neste contexto foi
considerado um unico status especifico, mas duas linhagens que se diferenciam de acordo
com o bioma estudado. No entanto marcadores moleculares vém sendo utilizados em diversos
estudos como uma ferramenta auxiliar na identificacdo das espécies de morcegos
(FERREIRA et al., 2005; CLARE et al., 2007; MARTINS et al., 2007; MARTINS et al.,
2009; CLARE et al., 2011; PAVAN et al., 2013; BAKER et al., 2016; WALKER et al., 2016)
neste sentido realizou-se neste trabalho a identificagdo molecular através dos genes rRNA16S
e COL

Todas as sequencias do gene rRNA 16S foram submetidas ao Blast onde foi observado
que todas as sequencias pertencem a espécie C. perspicillata. Para o gene COI, regido do
DNA barcoding, as sequencias foram submetidas a plataforma Boldsystems, onde foi
revelado uma similaridade acima de 99% com a espécie C. perspicillata, a similaridade variou
apenas de 99,51% a 100%, evidenciando um tnico status taxondmico. Esta similaridade foi
suficientemente abaixo de 2%, margem de diferenciagdo de espécies sugerida por Hebert et
al., (2004). A identificagdo das espécies em nivel molecular tem se difundido comprovando a
eficdcia deste marcador, outros estudos com morcegos utilizando o gene COI conseguiram
identifica-los ao nivel de espécie (CLARE et. al., 2011; BAKER et al., 2016; WALKER et al.,
2016). De acordo com os dados moleculares os espécimes deste estudo pertencem a um status

especifico.
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O gene rRNA 16S mostrou ser uma ferramenta muito util, pois sendo um gene
espécie-especifico € bastante valioso para caracterizar espécies possibilitando estudos
comparativos e a determinacdo dos relacionamentos entre os tdxons, como realizado nesse
estudo. Baker et al. (2003) conseguiu inferir quanto as relacdes filogenéticas de morcegos da
familia Phylostomidae utilizando entre outros marcadores o gene rRNA 16S corroborando
assim com os dados deste estudo, uma vez que o gene em questdo foi uma ferramenta eficaz
possibilitando caracterizar a espécie C. perspicillata.

Marchesin (2006) trabalhando com os genes RAG, rRNA 12S e 16S demonstrou que a
espécie C. perscicillata foi uma das que mais teve variagdo genética e que aparentemente as
variagdes nao estdo relacionadas com a procedéncia dos espécimes, assim como neste estudo
onde a diversidade haplotipica para o gene rRNA 16S foi de 0,765, diversidade esta
considerada alta em um limiar que € de até 1, independentemente da localidade de origem. Os
resultados da andlise das populacdes agrupadas de C. perspicillata com base nos fragmentos
génicos analisados mostrou diversidade haplotipica alta e a diversidade nucleotidica baixa
para os espécimes maranhenses, com a ocorréncia de vdrios haplétipos unicos em uma
populacdo, corroborando com Dinelli et al. (2013) que analisou a morcegos da espécie
Sturnira lilium com amostras de varios estados brasileiros.

Clare et al., (2011) em seu estudo, registou apenas uma linhagem para C. pespicillata,
entretanto, dados da literatura apontam a ocorréncia de até quatro linhagens distintas. Nos
resultados aqui apresentados, foram encontrados para os genes COI e RNA 16S até trés
linhagens de C. perspicillata. Na rede de haplotipo pode-se observar a formacdo de
haplogrupos, varios compartilhamento de haplétipos e a presenca de haplétipos tunicos.
Segundo Kidd e Ritchie (2006) os haplétipos mais frequentes sdo mais antigos e geralmente
encontram-se no interior da rede e os de menor frequéncia sdo os mais recentes € ocupam as
extremidades. Analisando a rede formada pode se perceber que héd haplotipos presentes em
quase todas as populagdes, entdo concordando com Kidd e Ritchie (2006) estes serdo os mais
antigos.

A divergéncia genética dentro da populacdo para o gene rRNA 16S e COI alcancou
0,6% e 0,8% respectivamente, entre as populacdes a variagdao alcancou 0,5% para rRNA 16S
e 1,5% para COI, variagdes estas abaixo de 2% revelando assim tratar-se de um mesmo status
taxonOmicos corroborando com Bradley e Baker (2001) que afirmam que taxas de
divergéncia genética inferior a 2% indicam variacdo intraespecifica para quirdpteros e
mamiferos. Marchesin (2006) em seu estudo cita que C. perspicillata foi a espécie que

apresentou a maior variacao intraespecifica para os genes ribossomais e nuclear, enquanto que
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Clare (2007) na identificacdo dos morcegos tropicais utilizando o COI encontrou valores de
divergéncia interespecifica apenas de 1,2% entre Carollia perpicillata e Carollia brevicauda.
Neste estudo a variagdo foi de 1,5% se tratando de um mesmo status taxondmico.

O uso de marcadores moleculares mostrou-se adequado e satisfatério para
investigacdo da diversidade genética de C. perspicillata nas populagdes maranhenses. Os
resultados encontrados no presente estudo descrevem parcialmente o padrdo de distribuicdo e
diferenciacdo das populagdes estudadas confirmando a problemadtica taxondmica existente
para o grupo. Esses dados foram refor¢ados pelos resultados populacionais obtidos tanto pelas
diferencas taxondmicas quanto para os marcadores aqui utilizados, onde observou-se pelo
indice de fixacdo (Fst) e pelos valores de p que ndo ha estruturacdo para as populacdes
analisadas. De acordo com Wrigth (1965), valores entre 0 e 0,05 indicam baixo nivel de
diferenciacdo genética, valores entre 0,05 e 0,25 indicam diferencia¢do genética moderada, e
acima de 0,25 indicam elevada diferenciacdo. Os resultados aqui revelados estimam valores
de F'st elevado (0.27630) com p significativo.

Estudos dessa natureza sdo necessdrios, uma vez que nem sempre as mudancas
ocorridas a nivel molecular aparecem na morfologia, o que torna fundamental a associacdo de
estudos genéticos, morfoldgicos e ecoldgicos. Os dados de diversidade genética encontrados
na presente andlise em populacdes de C. perspicillata no estado do Maranhdo por meio dos
genes COI e rRNA 16S, aliado aos dados morfolégicos e craniométricos fornecem
informacdes importantes quanto a diferenciagdo genética em populacOes desta espécie e

evidenciam a ocorréncia de diferentes linhagens nas populagdes maranhenses.

6. CONCLUSAO

v' As andlises morfométricas e moleculares indicaram apenas um status taxondmico: C.
perspicillata;

v Na andlise canonica foi verificado que as popula¢des do Cerrado e da Amazonia legal
maranhense possuem diferencas quanto ao tamanho, havendo uma distin¢do entre as
populacdes analisadas;

v" Os dados morfolégicos, ambientais € a anélise molecular apontaram para até trés

linhagens de C. perspicillata no estado maranhense.
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ANEXO1
Extracdo de DNA
Protocolo de extracao de DNA kit PROMEGA
O protocolo foi adaptado para microtubos de 1,5 ml contendo as seguintes etapas:
v Retirou-se um fragmento de 20mg tecido e colocou em um microtubo de 1,5 ml;
v Preparou-se uma solu¢do composta de EDTA (60 pl) e Nuclei Lysis Solution (250 ul),
foi feita em quantidade proporcional as amostras;
v Misturou-se a solugao manualmente;
v Levou-se a solucdo ao freezer por 5 minutos (proporcional a quantidade dos

reagentes), tomando-se o cuidado para ndo congelar;

v Para cada pl de cada amostra, usou-se 300 ul da solug¢do preparada para cada um dos
tubos;
v Colocou-se 15 ul de proteinase K e deixou-se as amostras em banho Maria a 65° C até

degradar todo o tecido (mais ou menos trés horas, dependendo do tipo de tecido);

v Adicionou-se 10 ul de RNAse e levou-se os tubos a estufa a 37° C por 30 minutos;

v Apos retirar as amostras da estufa adicionou-se 150 pl do reagente Protein
Precipitation.

v Agitou-se delicadamente os tubos;

v Agitou-se no vOrtex para garantir a homogeneizacdo dos reagentes;

v Colocou-se no freezer por cinco minutos, tomando o cuidado para ndo congelar;

v Centrifugou-se por 10 min. a 15.000 rpm;

v Adicionou-se 600 ul de isopropanol (para precipitar o DNA) em um novo tubo.

v Retirou-se o tubo da centrifuga e retirou-se o sobrenadante; colocando-o junto com
isopropanol;

v Agitou-se (homogeneizou-se) gentilmente os tubos;

v Centrifugou-se por 10 minutos a 15.000 rpm;

v Descartou-se o isopropanol e colocou-se o tubo em papel absorvente;

v Em seguida adicionou-se 500 pl de dlcool 70% aos tubos e agitou-se gentilmente para
visualizar-se o pellet de DNA;

v Centrifugou-se por 10 minutos a 15.000 rpm;

v Descartou- se o alcool;
v Submeteu-se as amostras a um spin;
v Retirou-se o excesso de dlcool com a ponteira branca, tomando cuidado para nio

remover o pellet;
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v Colocou-se o tubo aberto na estufa por 10 minutos;

v Colocou-se 50 ul de solugdo DNA rehydratation ou TE;

v O DNA foi visualizado por meio de um sistema de eletroforese em gel de agarose a
1% em uma propor¢do de 3 pl do tampdo (azul de bromofenol e xilenocianol). A
concentracdo do DNA extraido também foi analisado através de quantificacio no

espectofometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Amplificacao Génica (PCR)
Para o isolamento e amplificacdo de fragmentos génicos do DNA mitocondrial
empregou-se a técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) conforme protocolo a

baixo

4uL. de DNTPs (1,25 M) (nucleotideos);

2,5 uL de solugao tampao (10X);

0,5 pL de solugdo de MgCI2 (50 mM);

1 uL de DNA (250 ng/ pL);

0,25 pL de cada primer (200 ng/ pL);

0,2 uL da enzima Taq polimerase (5U/ puL);

vV V.V V V V VY

Agua ultra pura para completar o volume final de 25 pL.

Sequenciamento de DNA e precipitacao
Os produtos de PCRs purificados, com o KIT EXOSAP IT conforme fabricante, foram
submetidos a reacdo de sequéncia pelo método de Sanger et al. (1977) com os seguintes
reagentes € parametros:
» 4 uL de H20;
1,5 uL de Buffer;
2 uL de Primer (0,8 pmol/uL);
1,5 uL de DNA;
1 puL de Big Dye;

vV V VYV V

Uma temperatura inicial de 96° C por 1 minuto, 35 ciclos com 96° C por 15 segundos, 50° C
por 15 segundos e 60° C por 4 minutos.
Os produtos da reacdo de sequéncia foram precipitados seguindo as etapas abaixo:

» Submeteu-se a placa a um spin (centrifuga de placa);
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Adicionou-se 2,5 uL. de EDTA (125 mM);
Vedou-se a placa e submeteu-se a um spin;
Adicionou-se 30 puL de Etanol 100%;

Vedou-se a placa e mistuROU-SE invertendo 4-5x;

YV V. V V V

Envolveu-se a placa em papel aluminio e deixOU-SE em repouso a temperatura ambiente
por 15 minutos (centrifuga refrigerada 4° C);

> Centrifugou-se a 4.000 rpm por 30 minutos;

> Inverteu-se bruscamente a placa para descartar o dlcool e secar sobre o papel
absorvente;

Centrifugou-se a placa invertida por 15s a 1.150 rpm;

Adicionou-se 30 pL de Etanol a 70%;

Vedou-se a placa;

>

>

>

> Centrifugou-se a 3.440 rpm por 15 s (centrifuga refrigerada 4° C);

> Inverteu-se bruscamente para descartar o dlcool e secar sobre o papel absorvente;

> Centrifugou-se a placa invertida por 1 minuto a 1.150 rpm;

> Deixou-se a placa na estufa a 37° C por aproximadamente 10 minutos para evaporaR o
excesso de alcool;

> Colocou-se Formamida (10uL) e levou-SE a placa a 94° C por cerca de 3 minutos e
colocou-se a placa no sequenciador automatico de DNA (ABI 3500/Life Technologies) onde

ocorreu a eletroforese.



