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RESUMO

A Filogeografia tem como objetivo integrar a Filogenética e a Genética de Populagdes
para compreender como 0s eventos historicos atuaram na atual formagdo da distribuicdo
geografica de populacbes, espéecies e de genes. Apesar do relevante aumento de estudos
filogeograficos com espécies tropicais e neotropicais nos ultimos anos, 0 nimero ainda permanece
bem menor em comparagdo com o hemisfério norte. Os poucos estudos na regido neotropical néo
refletem a sua importancia, dos 25 “hotspots”, areas de grande necessidade de conservagao, cinco
se encontram na América do Sul, sendo uma destas a Mata Atlantica. Na América do Sul dois
principais padrdes de distribuicdo geografica foram encontrados para diferentes grupos
zooldgicos, sendo um deles encontrado na Mata Atlantica brasileira, havendo possivelmente uma
divisdo entre Norte e Sul. Um importante grupo zooldgico para os estudos filogeogréficos sdo os
morcegos, dado a sua capacidade de dispersao de longa distancia através do v6o. A espécie Myotis
nigricans (Schinz, 1821) possui distribuicdo ampla na América do Sul, possuindo registros de
ocorréncia em quase todo o territério brasileiro. Questionamentos sobre a real identidade de M.
nigricans j& foram levantados, e espécies ja foram descritas a partir deste complexo de espécies,
mas alguns autores acreditam que novas espécies ainda possam ser descritas a partir deste
complexo. Diante do cenario descrito, este estudo teve o intuito de entender as relacGes
filogenéticas e auxiliar na resolucdo da identidade de Myotis nigricans encontrados na regido da
Mata Atlantica. As analises filogenéticas, a principio, revelaram resultados concordantes com o
que era previsto demonstrando clados distintos entre as regifes da Mata Atlantica Norte e Mata
Atlantica Sul. A regido da Mata Atlantica Sul obteve resultados peculiares, pois individuos desta
regido foram separados em trés diferentes grupos, sendo estes 0s grupos Myaotis sp. Sul 1, Myotis
sp. Sul 2 e Myotis sp.2. A diviséo entre os grupos Myotis sp. Sul 1 e Sul 2 foi resgatada por duas
das trés analises filogenéticas, além de possuirem valores de distancia genética de 4% entre 0s
grupos. Diferentemente da divisdo entre os grupos Myotis sp. Sul 1 e Myotis sp. Sul 2, a separacdo
do grupo Myotis sp.2 é mais distinta e marcada, com valores de distancia genética variando de 7,2
a 8% e tendo sido resgatada por todas as analises filogenéticas. A partir deste estudo foi possivel
observar que a espécie Myotis nigricans ainda possui complica¢fes quanto a sua real identidade e,
provavelmente, possa corresponder a um complexo de espécies. Além disso, novos estudos com
maior amostragem e, principalmente, adicionando dados das espécies mais proximas a M.

nigricans podem ajudar a compreender as relagdes filogenéticas dentro do grupo.
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1. INTRODUCAO
1.1. A Filogeografia

O termo “Filogeografia”, introduzido por Avise et al. (1987), tem como objetivo integrar
a Filogenética e a Genética de Populacdes para compreender como 0s eventos historicos atuaram
na atual formacdo da distribuicdo geografica de populacdes, espécies e de genes (AVISE, 2000,
2009). Estudos filogeogréficos utilizam uma grande variedade de técnicas moleculares e métodos
analiticos para entender a historia das espécies, incluindo estruturagdo populacional e historia
demogréafica (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013). Portanto, a filogeografia pode ser definida
como o campo de estudos preocupado com 0s principios e processos que governam a distribuicao
geogréfica de linhagens genética, especialmente aquelas dentro e entre espécies proximas (AVISE,
2000).

A andlise e interpretacdo da distribuicdo de linhagens requerem o processamento conjunto
de informacGes de uma série de disciplinas. Podemos citar como exemplos a sistematica
filogenética, a genética de populagdes, a etologia, a demografia, a paleontologia, a geologia, entre
outras. Este carater multidisciplinar da filogeografia, em particular das areas do conhecimento
envolvidas, faz com que esta disciplina crie uma ponte entre processos micro e macroevolutivos
(MARTINS & DOMINGUES, 2011).

A América do Sul é um continente topograficamente complexo que mostra diferentes
padrGes geomorfolégicos, como grandes rios (e.g. bacia Amazénica) e diferentes elevacdes
montanhosas (e.g. Cordilheira dos Andes), e estas podem ter agido como barreiras filogeograficas
para as espécies sul-americanas (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013). Estudos de analises
filogenéticas mostram clados correspondentes a diferentes localidades geograficas e também a
diferentes ecodominios (MARTINS et al., 2007).

Apesar do relevante aumento de estudos filogeograficos com espécies tropicais e
neotropicais nos Ultimos anos, 0 nimero ainda permanece bem menor em comparagdo com o
hemisfério norte (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013), mas como determinado por Myers et al.
(2000) dos 25 “hotspots”, areas de grande necessidade de conservacdo, cinco se encontram na
America do Sul, sendo uma destas a Mata Atlantica. No Brasil as florestas da Regido Nordeste
ndo sdo idénticas as das Regibes Sudeste e Sul, nem as florestas das planicies costeiras sdo iguais

as montanhas, e a conservacao destas deve levar em conta tais diferencas (CAMARA, 1996).

No Brasil dois principais padrbes de distribuicdo geografica foram encontrados para

diferentes grupos zoologicos. O primeiro é a divisdo entre o Leste e Oeste, onde se encontra uma
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clara divisdo que separa a Mata Atlantica da Amazonia e Pantanal pelo “cinturao seco diagonal”,
composto pelo Cerrado com suas formagdes abertas (BATES et al., 1988; COSTA, 2003;
FERREIRA et al., 2014; MARTINS et al., 2007). Enquanto o outro padrdo pode ser encontrado
na Mata Atlantica brasileira, havendo possivelmente uma divisdo entre Norte e Sul (MULLER,
1973, LYNCH, 1979, BATES et al., 1988; DITCHFIELD, 2000, COSTA, 2003, PELLEGRINO
etal., 2005, MARTINS, 2011; TONINI et al., 2013). Este segundo padrdo possui poucas hipoteses
plausiveis e estudadas que explique a divergéncia entre as populagdes desta regido, sendo que uma
dessas hipdteses seria a Hipotese dos Reflgios (HAFFER, 1969).

1.2. Mata Atlantica

A Mata Atlantica brasileira € considerado um dos biomas mais diversos e ameagados no
planeta. Seu nivel de endemismo alcanca 90% para alguns organismos, sendo que o valor médio
global de 50% de endemismo €é superado apenas pela Amazénia (COSTA et al., 2000). Ocupando
principalmente a borda leste do escudo brasileiro, a Mata Atlantica é uma area de topografia
complexa ao longo de distancias geograficas curtas que foram moldadas pela atividade tectonica
no Terciario e mudangas do nivel do mar no Quaternario (MARTINS & COUTINHO, 1981,
SUGUIO et al., 2005). A caracteristica ecoldgica principal deste tipo florestal esta ligada aos
fatores climaticos tropicais de elevadas temperaturas (médias em torno de 25°C) e de alta
precipitacdo, bem distribuida durante o ano (de 0 a 60 dias secos), 0 que determina uma situacédo

sem periodo biologicamente seco (IBGE, 1996).

Na Mata Atlantica diferentes clados filogeograficamente distintos foram encontrados
com uma provavel divisdo entre as regides Norte e Sul, como demonstrado por Martins et al.
(2007) para seu grupo estudo, Desmodus rotundus. Estas divisdes também foram demonstradas
para outros morcegos como Carollia perspicillata e Sturnira lilium (DITCHFIELD, 2000), além
de outros grupos zoolégicos como anfibios (MULLER, 1973; LYNCH, 1979; TONINI et al.,
2013), lagartos (PELLEGRINO et al., 2005), pequenos mamiferos ndo-voadores (COSTA, 2003)
e passaros (BATES et al., 1988) mostrando que a quebra filogeogréafica estaria ocorrendo em uma

regido entre a Bahia e o Espirito Santo.

Os diferentes grupos haplotipicos encontrados em animais que habitavam o norte e sul da
Mata Atlantica podem ser explicados por periodos de isolamento seguidos de subsequentes
expansdes (DITCHFIELD, 2000). Ditchfield (2000) usando a calibracéo de relégio molecular de

Irwin (1980) para a sequéncia parcial do gene mitocondrial do citocromo b (Cyt-b), determinou
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que estes eventos de vicariancia podem ter ocorrido ha cerca de um milhao de anos. Para explicar
as diferencas haplotipicas encontradas na Floresta Amazénica diversas hipoteses foram propostas,
sendo uma delas a Teoria dos Reflgios (HAFFER, 1969). Tal teoria também foi utilizada por
Ferreira et al. (2014) como uma explicacao plausivel para seus resultados encontrados na divisao
da Mata Atlantica. A Teoria dos Refugios propde que as espécies se originaram devido as
mudancas climéticas-vegetacionais que levaram a separacao das populacGes de animais e plantas
em “refugios”, e posterior expansdo territorial sob as variacGes de condigdes climaticas de
frio/seco para quente/amido no Cenozoico (HAFFER, 2008). Entretanto, poucos estudos tentaram
propor o que teria ocorrido nesta regido da Mata Atlantica que seria capaz de isolar geneticamente
as populacbes de organismos que ali habitavam, mas muito autores utilizam a Hip6tese dos
Reflgios como uma possibilidade para explicar tais padr@es filogeograficos..

1.3. Grupo de Estudo

Dentre os diferentes grupos zooldgicos 0s morcegos possuem um interesse em particular
para a biologia evolutiva dado a sua capacidade de dispersédo de longa distancia através do voo.
Os padroes de filogeografia exibidos pelos morcegos podem ser bem diferentes dos de outros
pequenos mamiferos que ndo voam (DITCHFIELD, 2000). No Brasil sdo conhecidas nove
familias de morcegos, 64 géneros e 165 espécies (TAVARES et al., 2008).

A familia Vespertilionidae é quase cosmopolita em relacdo a distribuicdo, sendo
encontrada em todos continentes, exceto Antartida (GARDNER et al., 2008), sendo que no Brasil
ha ocorréncia de duas subfamilias, quatro géneros, e 22 espécies (TAVARES et al., 2008). Dentre
estes, 0 género Myotis Kaup, 1829 é o género mais amplamente distribuido de mamiferos, com
excecdo do homem e seus comensais (WILSON, 2008), e no Brasil ocorrem seis espécies
(TAVARES et al., 2008).

A espécie Myotis nigricans (Schinz, 1821) possui distribuicdo ampla na América do Sul,
desde México até norte da Argentina e sul do Brasil, possuindo registros de ocorréncia em quase
todo o territério brasileiro, com excecdo aos estados AC, AL, MA, MT, PI, RN, RO, SE e TO
(Figura 1). Sua localidade-tipo € a Fazenda de Aga entre os Rios Itapemirim e Iconha no Espirito
Santo, Brasil (PERACCHI et al., 2006). Em areas menos perturbadas seus abrigos incluem ocos e
cascas de arvores, grutas, cavernas, fendas de rocha, entre outros (BIANCONI, 2007), porém suas
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habitacdes ja foram registradas em forros de telhados, caixas de persianas, nichos de ar-
condicionado ou véos entre prédios (PACHECO & MARQUES, 2006).
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Figura 1. Distribuicdo geografica na América do Sul de Myotis nigricans a partir dos pontos de localidades
maginais de identificacdo de espécimes (GARDNER et al., 2008).

Os individuos da espécie M. nigricans forrageam extensivamente em &reas abertas
mostrando comportamentos de ecolocalizacdo bem adaptados a este habitat de forrageamento.
Estudos ecoldgicos mostraram que os individuos desta espécie se alimentam de insetos como
Lepiddpteros (WILSON & LAVAL, 1974), sendo classificados como insetivoros aéreos de
florestas e clareiras (LAVAL & FITCH, 1977 apud BIANCONI, 2007). Restos de plantas também
ja foram encontrados no estdmago de alguns espécimes (WILSON & LAVAL, 1974) e Novaes et
al. (2014) registrou pela primeira vez a presenca de sementes em fezes de um individuo,
acreditando-se entdo que plantas e sementes possam servir como completo alimentar para esta
espécie. Além disto, pesquisas realizadas com outras espécies do género Myotis mostraram que
estes animais sdo capturados com maior frequéncia em alturas menores que dois metros de altura
(LEE & MCCRACKEN, 2004).

Revisbes taxondmicas que incluiram as espécies sul-americanas do género Myotis foram
publicadas por Miller e Allen (1928), LaVal (1973) e, mais recentemente, por Wilson (2008).
LaVal (1973) em sua revisdo das espécies neotropicais do género Myotis salientou que muitos
exemplares dessa regido foram mal identificados, usualmente como Myotis nigricans. Este

problema na identificagdo dos individuos tornou dificil a determinagdo da real distribuicdo
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geografica das espécies em questdo, aléem da determinacdo dos limites entre as espécies. Desse
modo, novos trabalhos tém sido realizados a fim de se compreender melhor os limites entre as
espécies além das suas respectivas distribuicGes geogréficas. Moratelli et al. (2011) apos
descreverem duas novas espécies sugeriu que M. nigricans ainda poderia compreender um
complexo de espécies e, em estudo atual (MORATELLI et al., 2013), corroborou sua hipotese
descrevendo uma nova espécie, M. izecksohni, com ocorréncia na regido sul da Mata Atlantica, a

partir do complexo de espécies M. nigricans.

Como sugerido por Moratelli et al. (2011) novos estudos sobre essa espécie podem
auxiliar na determinacéo da diversidade genética, assim como na classificacdo taxonémica, caso
esta realmente compreenda um complexo de espécies. Além disso, a ampla distribuicdo de M.
nigricans podera permitir a compreensao dos padrdes de distribuicdo geografica da regido da Mata

Atlanica, e dos eventos que poderiam isolar as populacdes residentes desta regiao.

Nesse contexto, este estudo teve o objetivo de entender as relacoes filogenéticas de Myotis
nigricans encontrados na regido da Mata Atlantica, assim como verificar se os padrdes
filogeograficos previamente encontrados para diversos grupos zooldgicos também podem ser
encontrados para a espécie em estudo. Este estudo auxiliard na resolucdo da identidade de M.
nigricans, ou seja, se esta representa uma Unica espécie ou se compreende um complexo de

espécies cripticas.
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2. METODOLOGIA
2.1. Amostras

As amostras utilizadas consistem de tecidos de espécimes previamente identificados
como Myotis nigricans de diferentes localidades da Mata Atlantica conservados em etanol, obtidas
por empréstimos do Laboratorio para Estudos de Quiropteros (LABEQ) da Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES) (Tabela 1) (Figura 2).
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Figura 2. Mapa indicando os pontos amostrais dos espécimes de Myotis nigricans utilizados nesse trabalho

A

ao longo da costa brasileira continente sulamericano.

Tabela 1. Amostras de Myotis nigricans utilizados no presente estudo.

Tabela com as amostras de sequéncias de M. nigricans utilizadas no presente estudo, divididas por estados
do Brasil.

Localidade Numero
Pais Estado amostral
Brasil Paraiba 5
Bahia 2
Espirito Santo 7
Minas Gerais 4
Sao Paulo 3
Parana 6
Total 27
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2.2. Obtencéo dos dados moleculares
2.2.1. Extragdo do DNA

O DNA total foi extraido utilizando o protocolo descrito por Bruford et al. (1992), e para
verificar as condi¢cbes do DNA obtido estes foram corados com corante Blue Green® (LGC

Biotecnologia) e visualizado em gel de agarose 0,8% sob luz ultravioleta.

2.2.2. Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR)
A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi feita para o fragmento do gene

mitocondrial citocromo c oxidase I (COI). O fragmento do gene COI foi amplificado utilizando o
par de primers LCO 1490 e HCO 2198 (FOLMER et al., 1994). A concentracdo final dos reagentes
e perfil das PCRs para geracdo dos fragmentos do gene COI estdo listados na Tabela 2. O sucesso
da reacdo e verificacdo do tamanho dos produtos da PCR foram estimados utilizando gel de

agarose 1% e marcador molecular de 1 Kb (Invitrogen, Inc.) e visualizados sob luz UV.

O perfil utilizado para a PCR, consiste de 5 passos. 1- Desnaturacdo inicial da molécula
de DNA, com temperatura de 94°C por 1 minuto. 2- Desnaturacdo, com temperatura de 94°C por
30 segundos. 3- Anelamento dos primers, com temperatura de 50°C por 40 segundos. 4- Extenséo,
com temperatura de 72°C por 1 minuto. Os passos 2, 3 e 4 foram repetidos em ciclo por 35 vezes.
Apo6s os 35 ciclos, as amostras ficaram por 1 minuto em 72°C, sendo este 0 passo 5- Extensdo
Final.

Tabela 2. Concentragéo dos reagentes.

Reagentes (Mix PCR) [Final dos reagentes]
Tampéo 1x
MgCl; 2,5mM
dNTPs 200uM
Primers (LCO e HCO) 0,4uM
Taq Polimerase 0,7u/tubo
Volume Total (adicionado 15uL
1uL de DNA)
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Para a purificacdo dos produtos de PCR foram utilizadas as enzimas do kit Exo-Sap-IT
(USB-Corporation) a fim de eliminar potenciais inibidores do sequenciamento, como excesso de

primers, dNTPs e outras possiveis impurezas.

2.2.3. Sequenciamento

Os sequenciamentos foram realizadas em um sequenciador automatico ABI 3500
(Applied Biosystems) e para todas as amostras foram usados apenas primers na dire¢ao “forward”,
LCO. Todos estes procedimentos foram realizados no NGcleo de Genética Apliacada a
Conservacao da Biodiversidade (NGACB) da UFES.

Apds a obtencdo das sequéncias foi realizada a traducdo da mesma para verificacdo da

presenca de codons de parada, a fim de conferir o inicio das sequéncias.

2.3. Analise dos dados
2.3.1. Analises de similaridade das sequéncias e de genética de populagdes

Para cada sequéncia gerada foi conduzida uma pesquisa comparativa de similaridade no
GenBank (http://ncbi.ncim.nih.gov) utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) a fim de se verificar a ocorréncia de contaminacdo e checar se os fragmentos
correspondem aos genes de interesse desta pesquisa.

Para dados de genética de populagdes, foi utilizado o programa MEGA 6.0 (TAMURA
et al., 2013) para alinhar as sequéncias obtidas de cada individuo através do algoritmo Clustal W
e foram computados o nimero e frequéncia de haplétipos, a diversidade haplotipica e nucleotidica
no programa DnaSP 5.10 (LIBRADO & ROZAS, 2009). O programa DnaSP 5.10 também foi
utilizado para gerar os hapl6tipos do DNA mitocondrial.

Clare et al. (2007), a partir da analise de sequéncias parciais do gene COI de 840
espécimes de 87 espécies de morcegos, demonstrou que a distancia interespecifica varia em média
7,8%, enquanto a distancia intraespecifica em média 0,6%. De acordo com estes autores, espécies
com duas ou mais linhagens distintas com sequéncias divergindo em mais de 2,5% devem ser
analisadas e podem representar espécies distintas, seguindo observac6es de Ditchfield (2000) e
Bradley & Baker (2001). Desse modo, definiu-se um valor de 3% de distancia genética, para

dividir diferentes linhagens e grupos a serem analisados mais cautelosamente.
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2.3.2. Analises filogenéticas

Para a verificacdo do grau de saturacdo das bases nucleotidicas dentro das sequéncias
usou-se o programa DAMBE de Xia & Xie (2001). O melhor modelo evolutivo foi obtido pelo
programa jModelTest 2 (DARRIBA et al., 2012).

As analises filogenéticas foram realizadas por meio dos métodos Maxima
Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB), nos programas RaxML (STAMATAKIS, A.
2006) e Mr.Bayes 3.2 (HUELSENBECK et al., 2001; RONQUIST et al., 2012), respectivamente.
As arvores foram visualizadas e editadas através do programa FigTree v.1.3.1 (RAUMBAUT,
2007). Os grupos externos utilizados neste trabalho consistem de sequencias das espécies
Rhogeessa io, Natalus tumidirostris e Tadarida brasiliensis obtidas através do GenBank (nimeros
de acesso JF455671, JF455114 e JF446884, respectivamente). O programa Network 4.6.1.3
(http://www .fluxus-engineering.com) foi usado para criar a rede de haplotipos, atraves do
algoritmo Median joining (BANDELT et al., 1999).

As distancias genéticas dentro e entre grupos de sequéncias foram obtidas atraves do
programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013), utilizando p distance e o0 modelo de substituigéo
nucleotidica Kimura 2-parametros (KIMURA, 1980; TAMURA et al., 2011).
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3. RESULTADOS
3.1. Analises de similaridade e populacionais

Foram obtidas sequéncias parciais de COI de 618pb de 27 individuos, as quais definiram
11 haplétipos com 70 sitios polimorficos, com diversidade haplotipica de 0,9174 e nucleotidica de
0,0404.

Dentre as 27 sequéncias obtidas neste estudo, apenas 4 delas indicaram maior
similaridade com Myotis nigricans, espécie a qual as amostras foram associadas por comparacoes
morfoldgicas, sendo que as outras amostras indicaram maior similaridade com a espécie Myotis

oxyotus (Apéndice).

A principio uma hipotese de identificagdo incorreta dos espécimes em campo néo foi
descartada, mas a espécie que indica maior similaridade, M. oxyotus, ndo possui ocorréncia na
regido da Mata Atlantica brasileira (Figura 3), sendo restrita a regido da Cordilheira dos Andes.
Além disso, 5 casos de identificacdo incorreta das amostras ocorreram, nao incluidas neste estudo,
nestes casos 0s tubos com tecidos haviam sido catalogados como pertencentes a individuos de M.
nigricans. Porém, quando sequenciadas e analisadas na ferramenta BLAST, estas amostras eram
de individuos de Diphylla ecaudata, Vampyrodes caccioli e Myotis riparius, o0 que demonstra que
em casos extremos a ferramenta BLAST é util e eficiente para confirmar se as amostras

correspondem as de interesse.

Com isso, assumiu-se a hipétese de que a questdo de maior similaridade das amostras
com M. oxyotus poderia ser por erro de identificacdo do espécime de M. oxyotus cuja sequéncia
estd armazenada no GenBank, ou entdo que M. oxyotus e M. nigricans podem na verdade se tratar

de dois grupos de individuos distintos, porém com uma relacao filogenética ainda complexa.

A partir disto, dividiu-se as amostras de acordo com seu resultado de similaridade, com
0 intuito de facilitar a compreensdo durante o manuseio dos dados, sendo os individuos
geneticamente mais proximo a M. oxyotus denominados Myotis sp. ja que ndo podemos claramente
afirmar que realmente pertencam a espécie em questdo, e para os demais 4 individuos, que tiveram

maior similaridade com M. nigricans, passou-se a usar a terminologia Myotis sp.2.

3.2. Analises filogenéticas

O conjunto de dados ndo apresentou saturacdo de substituicdes de base significativa pelo

indice de saturacdo do método de Xia e Xie (2001). O programa jModelTest selecionou 0s modelos
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evolutivos mais apropriados para o conjunto de dados, 0 mesmo modelo foi definido tanto para a
Inferéncia Bayesiana (IB) quanto para a anélise de Méxima Verossimilhanca (MV), sendo definido
0 modelo de sitios finitos de Hasegawa, Kishino e Yano (1985) com gamma = 0,1190.

As topologias das filogenias dos métodos IB e MV foram basicamente congruentes, com
excecdo a possivel divisdo de dois grupos que serd explicado posteriormente, e a filogenia
generalizada esta representada na Figura 4. Suportes estatisticos foram considerados altos e
quando na IB foram > 95% e na MV > 70%. Os grupos foram nomeados de acordo com as

linhagens formadas nas filogenias.
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Figura 3. Dois mapas sobrepostos demonstram a distribuicdo de Myotis oxyotus sendo distante da Mata Atlantica
(Modificado de GARDNER et al., 2008 e RBMA, 2015). Em cinza, mapa da distribuicdo da espécie Myotis oxyotus
a partir dos pontos de localidades maginais de identificacdo de espécimes (GARDNER et al., 2008). Em verde, mapa
do bioma Mata Atlantica no territorio brasileiro com diferenca entre area do Dominio Mata Atlantica e remanescentes
atuais (RBMA, 2015).

Primeiramente, dividiu-se o grupo amostral a partir do resultado encontrado pela
ferramenta BLAST, e posteriormente, pela sua localidade de coleta. Quanto ao resultado do

BLAST, dividiu-se as amostras em dois grupos, Myotis sp. (n=23) para a maioria das amostras
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cujo resultado mostrou maior similaridade a M. oxyotus, e Myotis sp.2 (n=4) para as outras quatro
amostras mais similares & M. nigricans.
Quanto a distribuicdo somente o grupo Myotis sp foi dividido em regides diferentes, sendo

um grupo na Mata Atlantica Norte (M.A. Norte) e outro na Sul (M.A. Sul). O grupo Myotis sp.2

sO possui amostras da regido da M.A. Sul, portanto néo foi dividido por regido. Dessa forma foram

denominados 3 grupos, Myotis sp. Norte, Myotis sp. Sul, e Myotis sp.2.
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Figura 4. (a) Topologia da reconstrucao filogenética de maxima verossimilhanca (MV) a partir dos espécimes de
Myotis nigricans e grupo externo. Os valores nos ramos representam os valores de suporte estatistico de bootstrap,
para MV, e probabilidade posterior, para IB, respectivamente. * significa que a probabilidade posterior é menor que
95%. (b) Mapa com a distribui¢do geografica das amostras com cores referentes aos grupos encontrados pelos méetodos

filogenéticos. (c) Rede de haplétipos. Os grupos com as cores correspondentes na filogenia.

O grupo Myotis sp.2, corresponde aos individuos que indicaram maior similaridade com
a espécie Myotis nigricans, o qual teve amostragem nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e
Parana. Além disto, a distancia genética entre grupos mostrou que a divergéncia genética entre
Myotis sp.2 e 0s demais grupos variou de 7,2 a 8% (Tabela 3), valores que podem ser especulados

como espécie diferente e necessita observagdes como mencionado por Clare et al. (2007).

Os individuos que se mostraram divergentes, ou seja, maior similaridade com M. oxyotus

pela ferramenta BLAST, e eram oriundos dos estados da Bahia e Paraiba, regido da Mata Atlantica

Norte, foram denominados como Myotis sp. Norte.

O grupo Myotis sp. Sul foi formado por individuos que mostraram a mesma caracteristica

divergente do grupo anterior, mas coletados nos estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Sdo
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Paulo e Parana. Porém, apos as analises filogenéticas e de distancia genética entre os grupos, este
conjunto amostral mostrou-se subdividido em dois grupos (Myotis sp. Sul 1 e Myotis sp. Sul 2.)
Essas amostras, quando analisadas considerando-se um unico grupo (n=16), apresentaram
distancias genéticas de 2,4% dentro do grupo (dados ndo apresentados), e comparadas entre si
(separando-se Myotis sp. Sul 1 e 2) apresentaram 4,1% de divergéncia (Tabela 3). Como os dois
possiveis grupos ocorrem nos quatro estados amostrados e possuem valores de distancia genética
acima dos limites definidos para este estudo (3%), separou-se 0s grupos em Myotis sp. Sul 1 e Sul

2, sendo o primeiro com 11 individuos, e 0 segundo com apenas cinco individuos

A divisdo destes grupos foi corroborada pelas anélises filogenéticas (MV), de distancia
genética e pela rede haplotipica. Porém, a analise filogenética de inferéncia bayesiana ndo teve
suporte estatistico para recuperar as divisdes entre Mata Atlantica Norte e Sul, assim como também
para a subdivisdo do grupo Myotis sp. Sul. Além disso, a rede de haplétipos foi condizente com as
filogenias demonstrando os mesmos trés grupos, e também a subdivisdo do grupo Myotis sp Sul
(Figura 4b).

Tabela 3. Distancia genética dentro e entre grupos de sequéncias.

O numero de substituces de bases em média por sitio sobre o nimero de substituicGes de bases de todas as sequéncias
entre os grupos foi calculada. As anélises de distancia genética entre os grupos foram conduzidas usando os modelos
Kimura-2-parametros (abaixo da diagonal) e P distance (acima da diagonal). Os mesmos modelos foram utilizados
para a andlise de distancia genética dentro dos grupos (diagonal). A analise envolveu 27 sequéncias nucleotidicas, e
todas as posi¢des contendo gaps ou dados faltando foram eliminadas. Em negrito, os maiores e menores valores para

os dois parametros. Sequéncia de M. oxyotus (ID: JN847707.1) disponivel no GenBank.

Distancia entre
grupos Myotis sp Norte ~ Myotis sp Sul 1 Myotis sp Sul 2 Myotis sp2 Myotis oxyotus
Myotis sp Norte 0,2% 2,1% 3,9% 6,7% 2,2%
Myotis sp Sul 1 2,2% 1,0% 3,9% 6,9% 1,4%
Myotis sp Sul 2 4,1% 4,1% 0,6% 7,6% 3,5%
Myotis sp2 7,2% 7,4% 8,2% 0,9% 6,4%
Myotis oxyotus 2,2% 1,5% 3,6% 6,9% -
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4. DISCUSSAO

As analises filogenéticas, a principio, revelaram resultados concordantes com o que era
previsto, provendo dados importantes para auxiliar a responder alguns questionamentos acerca da
identidade da espécie em estudo. Com isso, a discussdo dos resultados sera feita em partes para

facilitar o entendimento.

4.1. Divisdo da Mata Atlantica Norte e Sul

As analises filogenéticas de méxima verossimilhanca, de distancia genética e rede
haplotipica foram congruentes, demonstrando os clados distintos entre as regides da Mata
Atlantica Norte e Mata Atlantica Sul. Esta divisao ocorre entre a regido norte do estado do Espirito
Santo e sul do estado da Bahia. Esta divisdo entre as regides da Mata Atlantica foi descrita e
corroborada por diferentes autores (BATES et al., 1988; DITCHFIELD, 2000; COSTA, 2003;
LYNCH, 1979; MARTINS et al., 2007; MARTINS, 2011; MULLER, 1973; PAVAN et al., 2011;
PELLEGRINO et al., 2005). Porém, poucas hipéteses foram propostas para a explicacdo de tal
evento de divergéncia, entretanto, diversos autores utilizam-se da Hipo6tese dos Refugios
originalmente proposta por Haffer (1969) para explicar eventos de especiacdo em passaros na

regido da Amazoénia.

Esta hipdtese sugere que flutuacdes climéticas durante o Pleistoceno poderiam causar a
fragmentacédo de formagdes florestais intermediadas por formac6es de &reas abertas e secas, como
savanas. Esses fragmentos restantes de florestas ficariam isolados, formando “refugios”, e nestes
locais as populacdes de plantas e animais estariam isoladas até um futuro contato secundario

durante uma nova fase de expansdo, em momentos com condic¢des favoraveis (HAFFER, 2008).

Segundo este mesmo autor, se durante este periodo de separacdo as populagdes
alcancarem isolamentos sexuais e/ou ecoldgicos das populagbes dos fragmentos vizinhos, estas
poderiam posteriormente dispersar-se amplamente no atual continuo habitat, antes que periodos
de fases climaticas adversas fragmentasse novamente essa extensdo abrangente. Durante estes
periodos de contracdo e expansdo do habitat, e com os diversos contatos secundarios, estas
espéecies poderiam sofrer processos de especiacdo ou formarem populacdes com diferencas

genéticas intraespecificas marcantes.

Carnaval & Moritz (2008) geraram simulac@es climaticas e cruzaram seus resultados com
estudos de filogeografia e paleopalinologia. A partir disto, um cenario foi descrito onde a MA teria

suportado uma floresta tropical em sua area central (entre o Rio Sdo Francisco/PE e 0 Rio
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Doce/ES) mesmo durante as condi¢cdes mais secas do Quaternario. O modelo de Carnaval-Moritz
(C-M) também prevé que, no litoral ao sul do Rio Doce, as condi¢Bes climéaticas ndo dariam
suporte a formacdo de um grande e continuo fragmento florestal. Foi sugerido entdo que, em sua
distribuicdo ao sul, a Mata Atlantica provavelmente foi dividida em diferentes fragmentos
menores, corroborando que a Hipodtese dos Refugios pode ser aplicada como uma explicacédo

plausivel para os eventos de isolamento na regido da Mata Atlantica.

Além de explicar a divisdo encontrada entre a regido da Mata Atlantica em Norte e Sul,
estes eventos de flutuacbes climaticas sdo hipdteses plausiveis para explicar outras possiveis

divisOes encontradas nos resultados deste estudo.

4.2. Similaridade entre amostras de M. nigricans e M. oxyotus

Stadelmann et al. (2007) utilizando-se de dois marcadores moleculares, cytochrome b
(Cyt b) e recombination activating gene 2 (Rag2), demonstraram que as espécies
filogeneticamente mais proximas de M. nigricans seriam seu tdxon irméo, M. levis, e a espécie M.

oxyotus, que junto com as outras duas formam um clado monofilético (Figura 5).
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Figura 5. Filogenia do clado das espécies do género Myotis com ocorréncia no Novo Mundo (modificado de

Stadelmann et al., 2007), com destaque para o clado formado pelas espécies M. levis, M. nigricans e M. oxyotus.
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Larsen et al. (2012) a partir do marcador molecular Cyt b, encontrou relacbes
filogenéticas também proximas entre M. nigricans, M. oxyotus e M. levis (Figura 6), mas com
relacOes diferentes entre essas 3 espécies, apresentando M. levis como grupo irmao de M. oxyotus

e ndo de M. nigricans, como encontrado por Stadelmann et al. (2007).

Juntamente com isso, estudos demonstram que em alguns casos, populacdes da Mata
Atlantica Norte possuem maior similaridade com popula¢ées da Amazoénia do que com populagdes
da Mata Atléntica Sul, como demonstrado por Costa (2003) para os géneros Rhipidomys e
Micoureus. Tal relacdo ndo deveria ocorrer se considerassemos a Mata Atlantica como um bioma
continuo. Além disto, a Mata Atlantica ainda é considerada isolada da Amazonia por dois biomas
com caracteristicas secas e quentes, o Cerrado e a Caatinga, que agiriam como barreiras

geogréficas para grande parte das espécies dos biomas de florestas densas (COSTA, 2003).

M. chiloensis

M. lev%’é&mgr;}ina’;
M. oxyotus 'iﬁlg o SE s
*| Je e e e p— M. cf. nigricans (Bolivia) #
ke M. cf. nigricans (Paraguay) #
i o Kk M. cf. nigricans (Peru) #
M. cf. nigricans (Suriname)

M. cf. albescens 2 (Suriname)

*%*x—M. albescens
. *r‘j:( M. albescens (Paraguay)

M. albescens (Suriname)
*+%[—M. albescens (Peru)
* M. albescens (E Ecuador)

***{ [M. albescens (W Ecuador)

Figura 6. Filogenia das espécies do género Myotis (modificado de Larsen et al., 2012), com destaque para o clado
formado pelas espécies M. levis, M. nigricans e M. oxyotus.

Porém, os eventos explicados pela Hipotese dos Reflgios Pleistocénicos preveem que
durante os periodos de condi¢es favoraveis pontes entre os reflgios amazénicos poderiam ser
formadas. Dessa forma, poderiamos prever que essas mesmas pontes poderiam ocorrer em uma
escala maior, criando uma conexdo entre as regides da Mata Atlantica e da Amazonia, assim como

fora demonstrado por Costa (2003) estudando pequenos mamiferos ndo voadores.

A partir disto, podemos especular que populagdes da espécie ancestral de M. nigricans e
M. oxyotus possam ter sofrido isolamento geografico e contato secundario ap0s alcancarem
isolamento reprodutivo e/ou ecoldgico, caracterizando um processo de especia¢do, porém
mantiveram uma baixa divergéncia genética. Assim, pode ter sido estabelecida uma complexa

relacdo entre estas duas espécies, e tal explicacdo pode ser corroborada se levarmos em conta que
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tal clado € uma das divisGes mais recentes do género Myotis, como demonstrado por Stadelmann
et al. (2007) (Figura 5).

Tal resultado pode ser melhor entendido com novos estudos com maior amostragem de
M. oxyotus e a adi¢do de amostras de M. levis, e principalmente pelo reforco dessas informacdes

a partir de outros marcadores moleculares e a reavaliacdo de dados morfolégicos.

Entretanto, uma hipotese de incorreta identificacdo do espécime de M. oxyotus também
ndo deve ser descartada. Infelizmente, como apenas uma Unica sequéncia estd disponivel nos
bancos de dados moleculares pouco se pode realizar para reforcar essa identificacdo. Caso diversas
sequéncias estivessem disponiveis, poderia-se compreender melhor essa atual relacdo entre as

espécies irmds de M. nigricans.

4.3. Divisdo na Mata Atlantica Sul

A regido da Mata Atlantica Sul obteve resultados peculiares, pois individuos desta regido
foram separados em trés diferentes grupos com distancias até maiores que oito porcento entre eles

(Tabela 3), sendo estes 0s grupos Myotis sp.2, Myotis sp. Sul 1 e Myotis sp. Sul 2.

Entre os grupos Myotis sp. Sul 1 e Myotis sp. Sul 2 os valores de distancia genética estéo
acima do estipulado neste estudo — aproximadamente 4%. As andalises de distancias genéticas
realizadas para estas amostras foram previamente reealizadas como um Gnico grupo, mas 0s
valores de distancia dentro do grupo eram altos (2,4%) quando comparados com a literatura, como
Clare et al. (2007) que mostrou que a distancia dentro de grupos de quirpteros sdo em média
0,60%. Além disso, analise filogenética de maxima verossimilhanca e a rede de hapl6tipos

resgataram esta divisdo do grupo, embora a inferéncia bayesiana néo.

Uma hipdtese proposta para a separacdo destes grupos seria a de que sao subpopulacdes
que podem estar sofrendo algum impedimento de fluxo génico e isso poderia explicar a
divergéncia genética com valores altos mesmo em zonas de simpatria na regido dos estados de
Minas Gerais e Espirito Santo. O impedimento do fluxo génico poderia resultar em especiagéo,

caso este esteja e continue sendo interrompido.

Diferentemente da diviséo entre os grupos Myotis sp. Sul 1 e Myotis sp. Sul 2, a separacao
do grupo Myotis sp.2 é bem mais distinta e marcada, portanto sera explicada separadamente.
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4.4. Separacdo do grupo Myotis sp2

O grupo definido como Myotis sp.2 € constituido por apenas quatro espécimes, porém
representados por trés localidades diferentes, nos estados de Séo Paulo, Minas Gerais e Parana,

correspondentes a regido da Mata Atlantica Sul.

Este grupo possui um alto suporte estatistico (bootstrap/probabilidade posterior = 100%),
além de possuir uma grande distancia genética dos demais grupos, com valores entre 7,2 e 8,0%
(Tabela 3). Como explicado, diferentemente da divisdo menos expressiva entre 0s outros grupos
da regido da Mata Atlantica Sul, este grupo mostra-se bem distinto, sendo um ramo basal a todas

as outras amostras, tanto da regido da Mata Atlantica Sul quanto da Mata Atlantica Norte.

Como dito anteriormente, como o valor de distancia genética entre o grupo Myotis sp.2 e
os demais grupos é superior a 3%, podemos levantar a hipétese de que estamos lidando com uma
espécie diferente com distribuicdo simpatrica com as populacbes de M. nigricans da Mata

Atlantica.

O modelo C-M pode explicar a presenca de diferentes linhagens dentro de uma mesma
regido, neste caso a Mata Atlantica Sul. Como sugerido pelo modelo, durante os periodos de
flutuacGes climaticas, a regido ao sul do Rio Doce pode ter originado subpopulacdes isoladas em
fragmentos de zonas favoraveis com zonas desfavoraveis entre elas. Este isolamento poder ter
levado a diminuicdo ou interrupcdo do fluxo génico entre essas subpopulagdes, aumentando as
divergéncias genéticas ao longo do tempo. Essas subpopulacdes poderiam até mesmo passar por
um evento de especiacdo e, em um futuro contato, essas subpopulacdes poderiam estar isoladas
sexual- ou ecologicamente, de forma a ndo ser mais possivel fluxo génico entre elas, configurando-

se entdo, duas espécies diferentes.

Além das evidéncias citadas, a hipdtese de que o grupo Myotis sp.2 possa se tratar de uma
espécie distinta pode ser reforcada pelos resultados de Moratelli et al. (2011), que utilizou-se de
dados morfoldgicos para descrever uma nova espécie a partir de individuos previamente
identificados como M. nigricans. Neste estudo, alguns espécimes haviam sido coletados em duas
localidades do Rio de Janeiro, e duas localidades do Parana, e sido previamente identificados como
pertencentes a espécie M. nigricans. Entretanto, sua analise demonstrou que na verdade estes
espécimes representavam uma nova espécie, nomeada entdo M. izecksohni. Esta nova espécie
descrita possui ocorréncia simpatrica com outras espécies morfologicamente semelhantes e
filogeneticamente proximas, o que teria dificultado sua identificacdo (MORATELLI et al., 2011).

Além disso, este mesmo autor acredita que esta espécie possa ocorrer em outras localidades do
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sudeste e sul da Mata Atlantica, nos estados de Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul.

Moratelli et al. (2011) propds os caracteres morfoldgicas a serem analisados para correta
identificacdo entre as espécies proximas a M. izecksohni, porém a revisdo morfoldgica destes
quatro espécimes do grupo Myotis sp.2 foi inviabilizada, no presente estudo, visto que os materiais
de pele e cranio destes individuos estdo no Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo
(MZUSP) e ndo foi possivel analisa-los neste estudo.

A hipotese do grupo Myotis sp.2 tratar-se, entdo, de uma espécie nova podera ser
corroborada ou refutada no futuro com a analise de novos dados de diferentes espécies
filogeneticamente proximas e que ocorrem em simpatria na regido da Mata Atlantica Sul, sendo
estas M. albescens, M. ruber, M. riparius e, a espécie recém descrita, M. izecksohni.

A compreensdo da relacdo e identidade do grupo Myotis sp.2 poderia ser realizada em
dois passos. O primeiro, seria a utilizacdo de diversas novas amostras de individuos das espécies
mais proximas a M. nigricans, revisando morfologicamente todas as identificacBes destes
individuos a partir dos caracteres de identificagdo para separacdo destas espécies proposto por
Moratelli et al. (2011). O segundo passo, seria analisar esses espécimes geneticamente, e
posteriormente inserir as amostras do grupo Myotis sp.2 e entdo avaliar como estes individuos se
agrupariam filogeneticamente e a qual grupo morfoldgico pertenceriam. Com isso, teriamos como
analisar a qual espécie este grupo se assemelha geneticamente, e entdo a qual espécie pertence, ou

até mesmo se estes individuos estariam representando uma nova espécie.

Infelizmente, o teste desta hipdtese demandaria tempo e todo um novo estudo. Desse
modo, futuros estudos morfoldgicos e genéticos com este grupo de espécies poderdo melhorar a
compreensdo de suas relacdes filogenéticas. Além de definir a qual espécie estes quatro individuos
do grupo Myotis sp.2 realmente pertencem, e se ainda ha novos grupos a serem identificados e

descritos.
4.5. Categorias filogeograficas

Avise et al. (1987) definiram cinco categorias filogeograficas levando em consideragédo
sua descontinuidade/continuidade genética e separacao espacial. Essas categorias demonstram as

principais possbilidades de situages filogeogréaficas encontradas para diferentes grupos de estudo.

Com isso, foram analisados estes padrdes filogeograficos para entender a qual tipo de

padrdo os resultados encontrados neste estudo se enquadrariam. Foram definidos duas
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categorizacdo: a primeira considerando todos os grupos da Mata Atlantica como um Gnico grupo;
e a segunda, apenas o grupo Mata Atlantica Sul. O grupo Myotis sp.2 néo foi incluido nestas
observacdes, visto que ndo podemos claramente identificar se sdo individuos pertencentes a

mesma espécie dos demais.

A Mata Atlantica quando analisada como um todo, apresenta um padréo filogeografico
semelhante a categoria | definida por Avise et al. (1987), demonstrando uma descontinuidade
filogenética entre os grupos norte e sul, além de estarem espacial, ou geograficamente, separados.

Avise (1987) menciona que esta situacdo foi a mais comumente encontrada em seus estudos.

Quando analisamos somente a M.A. Sul, observamos um resultado diferente e,
consequentemente, podemos definir uma categoria filogeogréafica diferente. Neste caso, podemos
observar que, primeiramente, 0 grupo nao possui uma separacdo espacial, de forma que
eliminamos as situac@es das categorias I, 111 e V. Desse modo, as categorias possiveis seriam as Il
e IV, sendo que as diferencas entre elas estdo no fato de terem continuidade ou descontinuidade

filogenética.

A categoria Il possui poucos bons exemplos empiricos, visto que sdo raros 0s casos de
altos valores de divergéncia genética sem separacdo espacial, dessa forma se torna dificil comparar
a situacdo encontrada no grupo Mata Atlantica Sul com outros exemplos. Os valores de distancia
genética dentro do grupo Mata Atlantica Sul como um todo foi de 2,4%, este valor poderia ser
informativo para definir estas amostras como da categoria Il. Porém, como a divisdo entre as
amostras da Mata Atlantica Sul ndo foi resgatada pela inferéncia bayesiana, somente pela maxima
verossimilhanca, poderiamos definir como categoria IV. A partir disto, decidiu definir-se esta

situacdo como pertencente a categoria I1V.

A categoria 1V, definida como o padrdo filogeogréafica da Mata Atlantica Sul, foi
encontrada para alguns passaros, como os “blackbirds”, por Avise et al. (1987). Este autor, suspeita
gue 0s grupos encontrados como desta categoria filogeogréafica tiveram uma relativa fluidez de
movimento ao longo de uma escala recente do tempo evolutivo, de modo que as populagdes
tenham estado em solido contato genético dentro das Ultimas dezenas de milhares de gerages.
Para os “blackbirds”, a relativa fluidez de movimento € obviamente facilitada pela capacidade de
voo destas aves, como explicado por este mesmo autor. Isto corrobora a possibilidade de que
Myotis nigricans seja da categoria filogeografica IV, visto que estes também possuem uma relativa

fluidez de movimento, também proporcionada pelo voo.
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5. CONCLUSAO

Ainda ha muito para ser compreendido sobre a historia evolutiva de algumas espécies, e
entender como os eventos biogeogréaficos moldaram a distribuicdo geogréfica das mesmas. Assim
como encontrado para muitos grupos de vertebrados da Mata Atlantica, mostrando altos niveis de
diversidade genética entre as regides Norte e Sul este estudo mostrou que Myotis nigricans possui

0s mesmos padrdes de divergéncia entre essas duas regides.

Além da principal divisdo entre a Mata Atlantica em Norte e Sul, podemos observar outra
divisdo menos expressiva dentro da regido Sul. Esta subdivisdo da Mata Atlantica Sul mostrou-se
ainda indefinida, tendo sido corroborada pela analise de méxima verossimilhanca e pela rede de
haplotipos, e possuindo distancia genética alta (aproximadamente 4%). Porém, esta divisdo nao
foi resgatada pela inferéncia bayesiana. Individuos desses grupos podem compreender duas
espécies em simpatria, ou apenas uma espécies com um alto valor de divergéncia intraespecifica.
Futuros trabalhos com outros marcadores moleculares e maior amostragem podem ser

informativos para a defini¢do deste grupo.

Diferentemente da subdivisdo na Mata Atlantica Sul, o grupos Myotis sp 2, que também
ocorre na Mata Atlantica Sul, possui uma divisdo mais distinta. Os individuos deste grupo podem
pertencer a uma espécie diferente, que ndo Myotis nigricans. Porém, nao foi possivel analisar 0s
caracteres morfoldgicos neste estudo, de forma que ndo pudemos averiguar se sdo individuos da

espécie recém-descrita M. izecksohni ou uma espécie ainda ndo descrita.

A categoria geogeogréfica para a divisdo entre Norte e Sul da Mata Atlantica foi definida
como categoria | — filogenética descontinua e separada espacialmente. Enquanto para a subdivisao
dentro da Mata Atlantica foi mais complexo a definicdo entre as categorias Il e V. Porém, a
categoria IV mostrou-se como mais provavel, até mesmo por ser correspondente para alguns

passaros, cuja capacidade de locomocao é semelhante a dos morcegos.

A partir deste estudo também foi possivel observar que a espécie Myotis nigricans ainda
possui complica¢fes quanto a sua real identidade e, provavelmente, ainda possa compreender a
um complexo de espécies. Novos estudos com maior amostragem e, principalmente, adicionando
dados das espécies mais proximas a M. nigricans podem ajudar a compreender as relagdes

filogenéticas entre essas.
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Amostras utilizadas no presente estudo. Tabela detalhada com todas as amostras que tiveram sequéncias

obtidas no presente estudo, incluindo localidade de coleta e resultados de similaridade encontrados com

auxilio da ferramenta BLAST. Células marcadas em vermelho indicam maior similaridade com M.

nigricans, e células azuis com M. oxyotus.

Identificagao . . Coordenadas Similaridade BLAST
Estado Municipio - -
da amostra Latitude Longitude | M. nigricans | M. oxyotus

AD 45 PB Jodo Pessoa 94% 98%
AD 46 PB Jodo Pessoa 94% 98%
AD 49 PB Jodo Pessoa -7,1441924 -34,8596574 94% 98%

AD 50 PB Jodo Pessoa 94% 98%

AD 52 PB Jodo Pessoa 94% 98%
AD 169 BA Entre Rios 94% 98%
AD 170 BA Entre Rios | 112441553 | -38.0841738 94% 98%
AD 373 MG Caratinga 93-94% 99%
AD 374 MG Caratinga -19.7896943 | -42.1415731 93-94% 99%
AD 388 MG Lima Duarte 93%
AD 395 MG Lima Duarte -21.8398589 -43.7919951 97%
AD 443 SP Jundiai 93%
AD 453 SP Jundiai -23.1857076 -46.8978057 93%
AD 457 SP Jundiai 99%
AD 674 PR Morretes 93%
AD 676 PR Morretes 93-94% 99%
AD 678 PR Morretes 93-94% 98%
AD 683 PR Morretes "25.4827475 -48.8230713 94% 99%
AD 684 PR Morretes 92-93% 97%
AD 685 PR Morretes 93-94% 98%
AD 919 ES Vitoria 93-94% 99%
AD 949 ES Vitoria -20.29488451 | -40.33497334 93-94% 98%
AD 950 ES Vitoria 93-94% 98%
AD 1031 ES Castelo 93% 97%
AD 1043 ES Castelo 93% 97%
AD 1077 ES Castelo ~20.6037524 ) -41.2035324 93% 97%
AD 1078 ES Castelo 93% 97%




