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INTRODUGCAO

Durante muito tempo a maneira tradicional de observacao da natureza esteve limitada a
estudos comparativos da morfologia. Porém, com o advento de novas técnicas na Genética e na
Biologia Molecular, uma nova e rica fonte de caracteres esta sendo descoberta. O maior problema
ainda é a escassez de dados genéticos € moleculares para a grande maioria dos taxons
conhecidos (SUNNUCKS, 2000; GARRAFFONI & NEGRELLO-FILHO, 2006).

A Biologia da Conservagéao utiliza uma sistematica baseada em dados moleculares e a
genética de populagdes para investigagéo cientifica aplicada, a Genética da Conservagéo. Esta se
torna uma ferramenta importante na determinagao de “o que”, “onde” e “como” conservar a maior
diversidade genética nas populagdes com o objetivo de manter o potencial evolutivo de uma
espécie ou populacdo (PEREZ-SWEENEY et al., 2004; FRANKHAM et al., 2007). Além de estimar o
impacto antropogénico nas populagdes naturais (SOLE-CAVA, 2004).

A variabilidade genética ou biodiversidade molecular € a manifestacdo de diferentes
caracteristicas, ou seja, € a diversidade de alelos e gendtipos presentes em um grupo (populagéo
ou espécie) (FRANKHAM et al., 2007). E uma importante ferramenta para: investigacdo da
evolugdo; verificar as afinidades (relagbes filogenéticas), os limites entre as espécies
(diferenciacdo taxondmica) e a filogeografia; detectar modos de reprodugdo, hibridizagéao,
estrutura familiar e paternidade; avaliar o tamanho da populagédo e o endocruzamento; estimar o
tamanho efetivo da populagdo e os niveis de migragao e de dispersdo nas populagdes; detectar
doengas e mutagdes deletérias; caracterizar a dieta; e até mesmo, ajudar na identificagao de
espécies através de materiais bioldgicos (como conteudo estomacal, peles, pélos, fezes) (KOCHER
& WHITE, 1992; AVISE, 1994; KOHN & WAYNE, 1997; MILLS et al., 2000; CONSTABLE et al., 2001;
MORIN et al., 2001; FRANKHAM et al., 2002, 2007; CREEL et al., 2003; RIDDLE et al., 2003;
MCKELVEY & SCHWARTZ, 2004; MCKELVEY et al., 2006; BROQUET et al., 2007).

Para obtencdo desses dados, sdo utilizados marcadores moleculares. Estes sao
fragmentos de DNA que permitem: a distingdo de individuos, grupos de individuos e espécies
geneticamente distintas, ou seja, comportam o acesso a diversidade molecular (AVISE, 1994;
BOREM & SANTOS, 2002; SOLE-CAVA, 2004). Dentre os marcadores moleculares mais utilizados
estdo: alozimas, PCR, RFLP, RAPD, microssatélites, minissatélites, sequenciamento de DNA e
SNP. A escolha daquele que sera usado depende de uma série de fatores.

Atualmente, a Genética da Conservacéao esta sendo amplamente aplicada em estudos de
animais ameacgados de extincdo, de dificil captura, de interesse econdmico, de taxonomia
complicada e outros (JANECKA et al, 2007). Contudo, comparando com outros grupos de
vertebrados, a analise molecular a cerca dos morcegos ainda é bem escassa.

Os morcegos, pertencentes a Ordem Chiroptera, sdo os uUnicos mamiferos que
apresentam estruturas especializadas que permitem um véo verdadeiro. Existem cerca de 1010
espécies de morcegos no mundo, sendo 145 no Brasil, podendo chegar a 168 espécies (MIRANDA
et al., 2006; TADDEI, 1996; REIS et al., 2007). Na regiao Neotropical, as comunidades de morcegos
sdo altamente estruturadas, sendo caracterizadas pela alta riqueza e abundancia relativa das
espécies (KALKO, 1998).

Os morcegos despertaram pouca atengdo dos naturalistas do passado, sendo que
apenas nas trés ultimas décadas registrou-se um desenvolvimento paulatino nos estudos
bioldgicos, biogeograficos, taxonémicos e filogenéticos (NOWAK, 1991; KOOPMAN, 1988; SIMMONS,
1994; KUNZ & RACEY, 1999).

Ha sobre os morcegos varios mitos e crengas, sendo comumente visto como um animal
perigoso, transmissor de doengas e agressivo. Tal fato acarreta na dificuldade em conserva-los, ja
que a populagdo humana, em geral, desconhece a importancia desses animais, principalmente
quanto a polinizacédo, dispersdo de sementes e controle de insetos. Isto porque apresentam
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habitos alimentares muito variados, como frugivoria, piscivoria, carnivoria, insetivoria, sanguivoria,
nectarivoria e onivoria.

O vampiro-comum Desmodus rotundus, pertencente a subfamilia Desmodontinae, € um
dos filostomideos mais abundantes e de ampla distribuicdo, ocorrendo do México ao Uruguai
(GREENHALL et al., 1983; BREDT et al., 1999). E considerada uma espécie abundante (ARITA,
1993), sendo que, para Turner (1975), as populagdes de D. rotundus parecem aumentar quando
ha disturbios de areas.

Em virtude do habito sanguivoro, D. rotundus tem sido alvo de autoridades cientificas e
governamentais, devido a suma importancia para a agroeconomia e para a saude publica
(MITCHELL et. al., 1972), principalmente pela transmissdo de doengas como a raiva. Isto porque as
presas preferenciais dele incluem animais de criagdo, como equinos, caprinos, suinos e bovinos
(GREENHALL et al., 1983). Diversos estudos tém mostrado os prejuizos econémicos provocados
pala atuagdo deste morcego como transmissor, para a pecuaria da América Latina (ACHA &
MALAGA-ALBA, 1988).

A organizagao social € do tipo hierarquia de dominancia, com pequenos haréns onde um
macho dominante se sobressai sobre um agrupamento de oito a doze fémeas e seus filhotes (num
total de até 50 individuos, geralmente). Os filhotes machos, a medida que se tornam adultos, séo
expulsos do grupo pelo macho dominante. Os machos solteiros formam pequenos agrupamentos
que podem permanecer proximos do harém a espera de uma oportunidade de ocupar o posto de
macho dominante. Podem, também, procurar outros locais para constituir seu préprio harém.
(WILKINSON, 1990; BREDT, 1998)

JUSTIFICATIVA

Por se tratar de uma espécie territorialista cuja organizagdo social se da por haréns,
poucos machos de Desmodus rotundus (morcego-vampiro-comum) devem contribuir para a
diversidade genética na caverna Fadas, uma vez que apenas estes machos dominantes copulam
com as fémeas do harém. Isto porque os machos jovens sdo comumente expulsos da colbnia
caso estes ndo obedegam a hierarquia imposta pelo macho dominante. Logo, apesar de haver
uma grande populagédo de D. rotundus na caverna Fadas, provavelmente ha um baixo tamanho
efetivo da populagdo e, portanto, baixa variabilidade genética, que serdo avaliados utilizando
dados moleculares.

OBJETIVOS

Obijetivo geral:
Investigar o grau e o padréo de variabilidade genética de individuos de uma populagdo de

D. rotundus para inferir parametros de biologia reprodutiva e demografia.

Objetivos especificos:

1) Avaliar a variabilidade genética de uma populagao local de D. rotundus utilizando
marcadores moleculares de alta resolugao (microssatélites);

2) Comparar a relagéo entre o tamanho de censo (N) e o tamanho efetivo populacional
(N.) com base em genética de populagdes;

3) Comparar a diversidade genética entre juvenis e adultos para inferir o grau de
assimetria reprodutiva na populagao local.




MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

As coletas serao realizadas no Parque Estadual de Campinhos (PEC) (25°02’ S e 49°05’
W) localizado as margens da Estrada da Ribeira, entre os municipios de Tunas do Parana e Cerro
Azul, Parana, Brasil. Possui area com cerca de 340 hectares e 890 metros de altitude e
temperatura média anual entre 16°C e 18°C (PARANA, 2003). Este parque foi considerado Unidade
de Conservacgao através do decreto estadual n° 31.013 de 20 de julho de 1960, a fim de proteger
o complexo de grutas (Conjunto Fada/Jesuitas) de 1527 metros de desenvolvimento e o
remanescente de Floresta com Araucaria. No PEC, D. rotundus representou 64,8% (N = 274) do
total das capturas em 2003-2004 (ARNONE & PASs0s, 2007), mostrando ser um importante abrigo
para a espécie.

Metodologia
Laboratério de Dindmica Evolutivo e Sistemas Complexos

Laboratério de Biodiversidade, Conservagéo e Ecologia de Animais Silvestres
Laboratério de Biologia Molecular Danuncia Urban
(Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana).
As coletas serado realizadas no Parque Estadual de Campinhos (PEC) (25°02’ S e 49°0%’
W) localizado as margens da Estrada da Ribeira, entre os municipios de Tunas do Parana e Cerro
Azul, Parana, Brasil. Possui area com cerca de 340 hectares e 890 metros de altitude e
temperatura média anual entre 16°C e 18°C (PARANA, 2003). Este parque foi considerado Unidade
de Conservagao através do decreto estadual n° 31.013 de 20 de julho de 1960, a fim de proteger
o complexo de grutas (Conjunto Fada/Jesuitas) de 1527 metros de desenvolvimento e o
remanescente de Floresta com Araucaria. No PEC, D. rotundus representou 64,8% (N = 274) do
total das capturas em 2003-2004 (ARNONE & PAsSs0s, 2007), mostrando ser um importante abrigo

para espécie.

Realizar-se-a doze fases de campo durante o periodo entre abril de 2009 e marco de 2010,
sendo uma noite por més. As coletas serao restringidas a noites com baixa luminosidade (como
as de lua nova ou minguante) para maximizar as capturas (ESBERARD, 2007; CRESPO et al., 1972),
sendo 12h/noite. Colocar-se-ao cinco redes de neblina (mist-nets) rentes ao solo e com 2 metros
de altura e 7 metros de comprimento, na entrada da Gruta das Fadas do PEC e possiveis
corredores de vbéo dos morcegos, seguindo o método utilizado anteriormente por ARNONE &
PAssos (2007).

Coletar-se-d0 amostras pouco invasivas (sangue e pequeno pedago da pele da asa) e nao-
invasivas (pélos), as quais serdo conservadas em buffer DMSO e congeladas, respectivamente,
para a obtencdo dos dados. Ndo havera necessidade de coletar espécimes para serem
depositados como material-testemunho, uma vez que a mesma espécie do mesmo local ja se
encontra depositada na Colecao Cientifica de Mastozoologia do Departamento de Zoologia da
UFPR - DZUP.
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Para a obtengdo dos dados moleculares, utilizar-se-a 12 Joci polimérficos de
microssatélites para D. rotundus desenvolvidos por PIAGGIO et al. (2008). As caracteristicas
apresentadas por estes locos permitem sua utilizagdo em uma ampla variedade de estudos, como
na identificagdo de individuos ou espécies (ERNEST et al, 2000) no grau de estrutura das
populagdes e migragdo (CIOFI & BRUFORD, 1999; WAITS et al., 2000) e na determinagéo de
parentesco e estruturas sociais (MORIN et al.,, 1994) incluidos dentro das sequiéncias de DNA
nuclear denominadas de SSRs (Simple Sequence Repeats) ou VNTRs (Variable Number of
Tandem Repeats).

Devido a pequena quantidade de DNA que sera extraida (kit EZ-DNA - BIOSYSTEMS)
principalmente das amostras nao-invasivas, amplificar-se-a o DNA nuclear através da técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction). O resultado das amplificagbes sera verificado por eletroforese
em gel de poliacrilamida 1,5% com Tampé&o Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X, corado com Brometo de
Etideo e visualizado em translumidor de luz ultra-violeta.

A diversidade genética encontrada nos loci analisados para D. rotundus sera estimada pelo
numero de loci polimérficos, nimero de alelos por locus, heterozigosidade observada (H,) e
heterozigosidade esperada (H,) a partir das frequéncias alélicas supondo equilibrio de Hardy-
Weinberg para cada um dos locus.

A estimativa do tamanho da populagéo sera baseada nos métodos de marcagao-recaptura
de SCHUMACHER & ESCHMEYER (1943), JOLLY (1965) e FISHER-FORD (1947), sendo os dois
primeiros desenvolvidos especificamente para D. rofundus. Ja o tamanho efetivo da populagao
serd baseado nos métodos de CROW & KIMURA (1970) e LUIKART & CORNUET (1999).

CRONOGRAMA
2009 2010
ATIVIDADES S— . S
mar|abr|mailjun|jul|ago|set|out{nov|dez|jan|fev|mar|abr{mai|jun|jul|ago|set|out|nov|dez
Reviséo Bibliografica XXX [X[X]| X[X[X]X[X]|X]|X]X]|X]X[X[X]X[X][X]X
Fase de Campo X|IX[X[X]|X]| X|X[X[X[X]X]X
Obtencao dos dados laboratoriais X | X X | X[X[|X]|X] X|X[X]|]X
Andlise quantitativa dos resultados XX X | X[X]|X
Redagdo do manuscrito XX |X[X[X[X[X]X]X
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