PROGRAMA

O
5O

Q
519
e}

®

S
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS 9
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS UFG
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIODIVERSIDADE ANIMAL ~ yusssiose

AVALIACAO DO DANO GENETICO EM CELULAS SANGUINEAS DE
QUIROPTEROS DE AREAS URBANAS E NAO URBANAS

DORNELLES ASSUNCAO

Dissertacdo  apresentada  ao
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Goias,
como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de mestre em
Biodiversidade Animal.

Orientadora: Dra. Daniela de Melo e Silva

Co-orientadora: Dra. Monik Oprea

Goiania, GO
Marco de 2016



@
e %o
UFG

sistema de hibliotecas ufg

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAGAO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertacdes
(BDTD/UFG), regulamentada pela Resolucdo CEPEC n°® 832/2007, sem ressarcimento dos direi-
tos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o documento conforme permissdes assinaladas
abaixo, para fins de leitura, impressao e/ou download, a titulo de divulgagdo da producdo cien-
tifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacao do material bibliografico: [x] Dissertacao [ 1 Tese

2. ldentificacdo da Tese ou Dissertacao
Nome completo do autor: Dornelles Assuncao

Titulo do trabalho: AVALIACAO DO DANO GENETICO EM CELULAS SANGUINEAS DE
QUIROPTEROS DE AREAS URBANAS E NAO URBANAS

3. Informacdes de acesso ao documento:
Concorda com a liberacgéo total do documento [ x ] SIM [ 1 NAO?!

Havendo concordancia com a disponibilizacdo eletronica, torna-se imprescindivel o en-
vio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertacéo.

@Wmﬂfb Vému/nqw Data: 15/08/2016

Assinatura do autor

! Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensdo deste prazo suscita
justificativa junto a coordenacdo do curso. Os dados do documento ndo serdo disponibilizados durante o periodo de
embargo.



Ficha de identificacéo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Assuncéo, Dornelles

AVALIACAO DO DANO GENETICO EM CELULAS SANGUINEAS DE
QUIROPTEROS DE AREAS URBANAS E NAO URBANAS [manuscrito]
/ Dornelles Assuncdo. - 2016.

VI, 53 f.:il.

Orientador: Profa. Dra. Daniela de Melo e Silva; co-orientadora
Dra. Monik Oprea.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goias, Instituto
de Ciéncias Bioldgicas (ICB), Programa de P4s-Graduagédo em
Biodiversidade Animal, Goiania, 2016.

Bibliografia. Anexos.

Inclui siglas, abreviaturas, simbolos, lista de figuras, lista de
tabelas.

1. Genotoxicidade.. 2. Quirdpteros.. 3. Ensaio Cometa. . 4.
Ecologia Urbana. I. de Melo e Silva, Daniela, orient. Il. Titulo.

CDU 59




PROGRAMA

O
5O

Q
519
e}

®

S
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS 9
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS UFG
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIODIVERSIDADE ANIMAL ~ yusssiosse

AVALIACAO DO DANO GENETICO EM CELULAS SANGUINEAS DE
QUIROPTEROS DE AREAS URBANAS E NAO URBANAS

DORNELLES ASSUNCAO

Dissertacdo  apresentada  ao
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Goias,
como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de mestre em
Biodiversidade Animal.

Orientadora: Dra. Daniela de Melo e Silva

Co-orientadora: Dra. Monik Oprea

Goiania, GO
Marco de 2016



-
————

v

PROGRAMA

. L

) \of »
JdivVeR SERVIGO PUBLICO FEDERAL

SIdJode UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS UFG

ONIMAL] & INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

FEDERAL DE GOIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIODIVERSIDADE ANIMAL

ATA DA SESSAO PUBLICA DE DEFESA DE DISSERTACAO DE N° 05

Aos trinta e um dias do més de margo de dois mil e dezesseis (31/03/2016), as
quatorze horas (14h), nas dependéncias do Mestrado em Genética da Pontificia
Universidade Catdlica de Goias, area IV, Bloco L, reuniram-se os componentes da
banca examinadora: Profa. Dra. Daniela de Melo e Silva, ICB/UFG; Prof. Dr.
Aparecido Divino da Cruz, PUC-GO; e Dra. Poliana Mendes, ICB/UFG;
para, em sessao publica presidida pelo primeiro examinador citado, procederem
a avaliagdo da defesa de dissertagdo intitulada: “Avaliacdo do dano genético
em células sanguineas de quirépteros de areas urbanas e ndo urbanas”,
em nivel de mestrado, area de concentragdao em Biodiversidade Animal, de
autoria de DORNELLES ASSUNGCAO, discente do Programa de Pés-Graduacao
em Biodiversidade Animal da Universidade Federal de Goids. A sessdo foi aberta
pelo presidente, que fez a apresentacao formal dos membros da banca. A
palavra, a seguir, foi concedida a(o) autor(a) da dissertacdo que, em cerca de

50 minutos, procedeu a apresentacao de seu trabalho. Terminada a
apresentagdao, cada membro da banca arguiu a(o) examinada(o), tendo-se
adotado o sistema de didlogo sequencial. Terminada a fase de arguicdo,
procedeu-se a avaliagdo da dissertacdo. Tendo-se em vista o que consta na
Resolugdo n© 1239 de 14 de fevereiro de 2014, do Conselho de Ensino, Pesquisa,
Extensao e Cultura (CEPEC), que regulamenta o Programa de Pds-Graduacgao
Biodiversidade Animal, a dissertagao foi W , considerando-se

integralmente cumprido este requisito para fins de obtengao do titulo de Mestre

em Biodiversidade Animal pela Universidade Federal de Goias. A conclusdao do
“curso dar-se-a quando da entrega da versdo definitiva da dissertacdo na

secretaria do programa, com as devidas corregdes sugeridas pela banca




examinadora, no prazo de trinta dias a contar da data da defesa. Cumpridas as
formalidades de pauta, as i he _ﬁ min., encerrou-se a sessao de defesa
e, para constar, eu, Suely Ana Ribeiro, secretdria executiva da Universidade
Federal de Goids - UFG, lavrei a presente ata que, apos lida e aprovada, sera

assinada pelos membros da banca examinadora em trés vias de igual teor.

DAL A WA A
Profa. Dra. Daniela de Melo e Silva

Presidente da Banca
ICB/UFG

Prof. Dr. Apar;cido Divino da Cruz
PUC-GO

Dra. Poliana Mendes
ICB/UFG




Dedico este estudo aos meus pais que sempre
foram os maiores incentivadores na minha
busca por conhecimento e sabedoria, além da

compreensdo e amor que sempre tiveram.



Agradecimentos
- A Deus inicialmente, por me permitir chegar até aqui com o apoio de meus familiares e
acompanhado de bons amigos que estiveram comigo nessa trajetoria por caminhos ndo muito
faceis, porem gratificantes e de grande aprendizado.
- Ao meu pai, Gesoaldo Domingues de Assuncdo, que sempre se esforcou para me dar uma
boa educacéo e teve sabedoria em priorizar o investimento educacional dos filhos acima de
qualquer outro bem que o dinheiro pudesse pagar. Sem ele meus caminhos ndo teriam
chegado até aqui.
- A minha mae, Julia Francisca de Sousa Assuncéo, pelo carinho e pela sua dedicagio ao lar
onde fui criado cercado de bons exemplos e por se preocupar comigo em todos 0s momentos.
A vocé devo minha vida e um pouco mais.
- A minha orientadora Profe, Dr2. Daniela de Melo e Silva, pela confianca, conselhos,
corre¢des, broncas, paciéncia e companheirismo desde o primeiro momento. Sem 0 seu apoio,
sequer teria sido possivel meus estudos de mestrado com auxilio da FAPEG. Obrigado por
estar sempre disposta a ajudar, sei que se fosse possivel resolveria todos os problemas do
mundo pois tem um coracdo enorme. Por ter acreditado em mim, esta pesquisa pdde ser
concluida com éxito, contribuindo para a minha formacao profissional e pessoal.
- A minha coorientadora Profe. Dr2. Monik Oprea pelas correcdes e sugestdes nos relatorios
semestrais, possibilitando maior qualidade na escrita que resultou nessa dissertacdo. Suas
sugestdes de material bibliografico enriqueceram meu trabalho académico e sem duvidas foi
responsavel por aumentar meu aprendizado sobre quirdpteros.
- Aos professores do Programa de Pos-Graduagdo em Biodiversidade Animal da Universidade
Federal de Goias pelo conhecimento compartilhado durante as disciplinas ofertadas e um
agradecimento especial ao Prof. Dr. Rogério Pereira Bastos por coordenar o programa de

maneira excelente e intervir quando e onde se fez necessario, sempre visando o melhor



resultado para todos do programa, professores e alunos.

- A todos do Laboratorio de Genética e Mutagénese - LabMut, por me acolherem tdo bem e
me proporcionarem 6timos momentos de descontracdo e aprendizado. Obrigado Thays Alves,
Thais Pires e Wanessa por me auxiliarem no aprendizado pratico das etapas do cometa.
Wanessa, Thays e Fernanda Godoy por irem comigo a campo nas primeiras capturas de teste.
Gracas a vocés pude realizar as coletas sanguineas seguintes de maneira muito mais otimizada
e eficiente.

- Obrigado também aos meus amigos Samuel Nunes, Dieferson Estrela, Priscila Cabral,
Muryllo Melo e Thais Assis pelo companheirismo e unido que nossa turma teve desde o inicio
e que assim se mantenha para a vida toda. Um agradecimento especial ao Samuel pelo auxilio
no aprendizado e esclarecimento de davidas na disciplina de estatistica e ao Dieferson por
possibilitar e me auxiliar nas viagens e coletas de campo que realizei em Urutai.

- A todos do Instituto Federal Goiano - Campus Urutai que me ajudaram de alguma forma,
seja cedendo espaco em seus laboratdrios, seja nas coletas de campo, no ambiente acolhedor
gue encontrei estando com vocés ou nas conversas descontraidas que tivemos. Obrigado Prof.
Dr. Guilherme Malafaia Pinto, Joyce Moreira, Daniele Cipriano, Mateus Montalvao,
Andrezza Arantes e Dieferson, mais uma vez.

- As melhores parceiras de campo que eu poderia ter, Rafaela Gongalves e Erica Santos.
Passamos mais de um ano realizando coletas juntos e nesse tempo aprendemos muito na
companhia um do outro. Obrigado pela amizade sincera, pelas diferencas que aprendemos a
superar, pelos momentos de descontracdo e pelas boas lembrangas que guardo de vocés. Tudo
gue passamos, s6 mostra que o trabalho em equipe torna as coisas mais faceis.

- A Khattylla Assuncio, pelo apoio em campo, nas técnicas de laboratorio e pelo bem que sua
companhia me fazia. Pelas longas conversas que tinhamos e pelas noites de coleta observando

estrelas quando os morcegos se negavam a aparecer. Obrigado pela dedicagdo ao meu projeto



e pelo desafio de me acompanhar em campo mesmo sem experiéncia prévia na captura de
morcegos e com alergia a insetos. Isso me faz dar mais valor ainda a ajuda que tive de vocé,
pois superou obstaculos e se pbs a aprender algo novo apenas para poder me ajudar.

- Ao Bruno Gomes, que apesar de ndo ter nenhum vinculo ao meu projeto, fez para mim
fichas de anotacbes de campo e com toda humildade e boa vontade se disp6s a me ajudar em
um momento critico. Sua presenca em minha primeira coleta no Bosque dos Buritis, evitou
que eu armasse e retirasse sozinho todos os morcegos das redes. Sua ajuda e sua amizade
foram essenciais.

- A Avelina Castela, Lis Raquel, Luiz Gustavo Paniago, Hericles Mesquita, Guilherme Luiz e
demais pessoas que ajudaram nas coletas de campo.

- A todos do Nucleo de Pesquisas Replicon do Departamento de Biologia da Pontificia
Universidade Catolica de Goias (PUC-GO), onde sempre fui bem recebido durante todo o
periodo em que estive realizando etapas dessa pesquisa.

- Aos membros da banca examinadora, por aceitarem participar desta etapa importante da
minha formacéo profissional, pelas contribuic¢des, atencdo e colocacGes enriquecedoras.

- A Universidade Federal de Goias e ao Programa de P0s-Graduacdo em Biodiversidade
Animal por criar uma oportunidade de aperfeicoamento profissional de alto nivel com um
corpo docente altamente qualificado, a qual pude ter acesso.

- Finalizo agradecendo & Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Goias (FAPEG), por

conceder a Bolsa de Estudos que viabilizou de maneira direta a realizacdo desta pesquisa.



“Para tirar meu Brasil dessa baderna, so
guando o morcego doar sangue e 0 saci cruzar
as pernas.”

Bezerra da Silva



Sumario

RESUIMO ...ttt b et e s b e e s b e e e ab et e s hb e e e s bb e e e ebb e e e bn e e e neeeeaes 7
N 01 - Uod USSR SRRSR 8
TS s W Lo o SR SUSRRS 9
LiSta A8 TADRIAS ... et e e nae e 11
Lista de abreviaturas € SIGIAS........ccviueiieieiiesee et reenre e 12
LiSta A€ SIMDOI0S .....c.eieie ettt reeae e nre e 13
I [T [F o Lo BT TSP U TP TP PR PR PRPPPPO 14
F O o] T /o1 SRR SSSRTR 20
2.1. ODJELIVO GEIAI ...ttt ettt e nre e enes 20
2.2. ObjJetiVOS ESPECITICOS ....vviviiieieiie ettt 20
3. Material € MELOAOS .......eoveiieeie et re et e e e e ae e e sraenneenes 21
3.1. Delineamento experimental e amostragem de sangue pPeriférico.........cccocevvvevvrvernnnne. 21
3.2. LOCAIS A8 CAPLUIA ......viieeiieeieeiie sttt sttt sttt et e b sre e enes 23
TR I 4 Lo 0] 141 - SR 25
3.4, ANALISE BSTALISTICA .. ..vvcveeieeie ettt a et re e enes 26
O T U] - o [0 PSPPSR 27
4.1, AMDIENTE UFDANO ....ecvveiieciece et enreeaesneenne e 27
4.2. AMDIENTE NAO UIDAN0......ccueeiiiie ettt esneesre e e e neenneens 34
4.3. Comparagao entre ambDIENTES........ccviiiiiiiiee e 35
ST I S0t U1 T OO 38
T O] 0 ot 10 LSS PSSRT 45
=] 1 o] [ToT o = 1 - TSRS 46
AANEXO L ottt e e e hb e e rr e e nr e e 52



Resumo

A avaliagdo do dano ao DNA em morcegos foi realizada com o ensaio cometa, a partir de
amostras sanguineas coletadas de 3 espécies capturadas em parques municipais de Goiania e
remanescentes de Cerrado situados na zona rural dos municipios de Bela Vista e Urutali,
ambos no Estado de Goias. As espécies amostradas na area urbana de Goiania foram Artibeus
lituratus, Artibeus planirostris e Platyrrhinus lineatus. Nas areas ndo urbanas, apenas
Artibeus planirostris foi amostrado. Estas espécies frugivoras sdo abundantes e bem
adaptadas a diversos ambientes, incluindo o meio urbano e regides destinadas a agricultura.
Os fragmentos vegetais remanescentes amostrados no ambiente urbano estdo bastante
impactados e inseridos na regido mais urbanizada da cidade, com trafego intenso de veiculos,
grande concentracdo de edificios e densidade populacional elevada. As amostragens em
ambiente ndo urbano foram realizadas em fragmentos de Cerrado na area rural, cercados por
pastagem e atividades agricolas. Dessa forma, foi comparado o dano encontrado no DNA dos
morcegos para verificar se no ambiente urbano o dano varia significativamente entre 0s
locais, entre as espécies e se 0 peso teria influéncia nessa variacdo. O dano ao DNA da
espeécie A. planirostris foi comparado entre os ambientes urbano e ndo urbano, para identificar
em qual dos ambientes havia maiores indices de dano. Os resultados demonstraram que no
ambiente ndo urbano, o dano ao DNA foi mais elevado que no ambiente urbano, sendo
estatisticamente significativo. Além disso, no ambiente urbano, o aumento no dano ao DNA
esta relacionado a reducdo na area dos parques. Dessa forma, no ambiente urbano, o dano ao
DNA parece estar associado ao efeito de borda e outros fatores estressores tipicos desse
ambiente, enquanto no ambiente ndo urbano, os valores mais elevados de dano ao DNA

podem estar relacionados aos agrotoxicos e pesticidas utilizados nas atividades agricolas.

Palavras-chave: Genotoxicidade. Quirdpteros. Ensaio Cometa. Ecologia Urbana.



Abstract

The evaluation of DNA damage was carried out with the comet assay from blood samples of
three bat species sampled at municipal parks of Goiania and Cerrado remnants, located in
rural areas of the municipalities of Bela Vista and Urutai, Goias state. The species sampled in
the urban area were Artibeus lituratus, Artibeus planirostris and Platyrrhinus lineatus. In non-
urban areas, only Artibeus planirostris was sampled. These frugivorous species are abundant
and well adapted to different environments, including urban and agricultural areas. The
remaining vegetation of the urban environment was very impacted and it was included in the
most urbanized area of the city, with heavy traffic of vehicles, large concentration of
buildings and high population density. Sampling in non-urban environments were held in
Cerrado fragments in a rural area surrounded by pasture and agricultural activities. Thus, the
DNA damage found in the urban environment bats were compared to verify whether there
was significant variation among the parks, between species and if weight influenced the
variation of the DNA damage. The DNA damage obtained for A. planirostris allowed to
compare the urban and non-urban environment to identify in which of the environments this
species presented higher DNA damages. The results showed that in the non-urban
environment, the DNA damage was higher than in the urban environment being statistically
significant. Moreover, in the urban environment, the increased DNA damage was associated
with a reduction in area of the parks. In general, in the urban environment, the DNA damage
may be linked indirectly to the edge effect and other environmental stressors, while in non-
urban environment, higher levels of DNA damage may be related to pesticides used in the

agricultural activities.

Keywords: Genotoxicity; Chiroptera; comet assay; urban ecology.
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1. Introducéo

Os morcegos constituem um grupo cuja origem remonta ha pelo menos 52,5 milhdes
de anos (Simmons et al., 2008), sendo bem-sucedido tanto na distribuicdo geogréafica quanto
em numero de espécies, com mais de 1300 espécies descritas na ordem Chiroptera (Fenton e
Simmons, 2014). Essa grande diversidade pode ser atribuida em parte, ao fato de serem o0s
unicos mamiferos conhecidos que durante o processo evolutivo desenvolveram a habilidade
de voar (Cooper e Sears, 2013).

O voo e o habito noturno dos morcegos permitem que eles se desloquem a grandes
distancias (Alerstam et al., 2003) com um risco menor de predacdo em comparacao a outros
mamiferos de tamanho semelhante (Jones e Rydell, 1994; Brunet-Rossinni e Austad, 2004).
Essas adaptacOes elevam sua capacidade de dispersdo e sobrevivéncia, e atualmente o0s
morcegos ocupam ambientes diversos como desertos, florestas temperadas e florestas
tropicais (Davis, 2007; Fenton e Simmons, 2014), onde estd a maior diversidade de espécies
do grupo (Fenton e Simmons, 2014). Houve também uma grande diversificacdo de habitos
alimentares, com espécies frugivoras, nectarivoras, insetivoras, piscivoras, hematéfagas e
morcegos carnivoros (Vehrencamp et al., 1977; Arita e Fenton, 1997; Fenton e Simmons,
2014). Suas adaptagdes morfologicas e fisioldgicas os tornam essenciais em diversas cadeias
de dispersdo de sementes (Mello et al., 2014) e na polinizacdo de cerca de 530 espécies de
plantas em pelo menos 67 familias e 250 géneros (Fleming et al., 2009). Exercem ainda,
importante papel econdmico, elevando o retorno financeiro ao controlarem vetores de doencas
e pragas agricolas (Williams-Guillén et al. 2008; Maas et al., 2013).

De maneira geral, a principal ameaca enfrentada atualmente, ndo apenas pelos
morcegos, mas por diversos outros grupos da fauna e flora mundiais é a fragmentacéo e perda
de habitat ocasionada por atividades humanas (Gomes et al., 2011; Hanski, 2011; Britton,

2013). Essa perda ocorre em taxas elevadas em decorréncia da conversdo de &reas naturais
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em pastagens, plantacGes agricolas, exploracdo de minérios e expansdo das areas urbanas
(Gomes et al., 2011; Hanski, 2011). A reducéo e fragmentacdo de habitat somadas a crescente
emissdo de poluentes no ambiente, interferem ainda no comportamento, alimentacdo e
reproducéo de diversos organismos como, aves (Clark et al., 1998), morcegos (Boldogh et al.,
2007), anfibios (Almeida-Gomes e Rocha, 2014) e primatas (Jerusalinsky et al., 2006), com
consequéncias genéticas e evolutivas (Hanski, 2011; Rhind, 2012; Jackson e Fahrig, 2013).

Inicialmente, as espécies mais afetadas sdo aquelas mais sensiveis as alteracfes do
habitat (Kricher, 1999). Essa sensibilidade pode se dar pela necessidade de grandes areas
continuas de forrageamento, baixa capacidade de dispersdo, baixa densidade populacional e
endemismo (Kricher, 1999). Espécies migratorias ou formadoras de colénias como diversos
morcegos, também sdo mais sensiveis aos impactos da fragmentacdo e perda de habitat
(Kricher, 1999). Por outro lado, as alteracfes ambientais beneficiam muitas espécies que
encontram novas oportunidades de abrigo e alimentacéo nas areas modificadas, sejam urbanas
ou ndo urbanas (Neubaum et al., 2007; Pacheco et al, 2010; S&o Paulo, 2013; Threlfall et al.,
2013; Forman, 2014).

O impacto ambiental das areas urbanas é um fato sem precedentes quando
consideramos a curta historia evolutiva da humanidade, seu tamanho populacional,
distribuicdo geografica e taxa de crescimento (Rhind, 2012; Forman, 2014). Atualmente, mais
de 50% da humanidade vive nas cidades (Lee, 2007) e apesar de ocuparem apenas 0,4% da
superficie terrestre, as areas urbanas sdo responsaveis por 75% das emissdes de gases que
promovem o efeito estufa e outros poluentes como: particulados suspensos e compostos
organicos volateis (VOCs - volatile organic compounds) altamente toxicos (Lee, 2007; Rhind,
2012; Forman, 2014). Estima-se que no mundo todo, a poluicdo do ar nas cidades seja
responsavel por 800.000 mortes a cada ano (Lee, 2007).

Os conglomerados urbanos, porém, tém sido considerados e tratados nos ultimos 25
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anos, cada vez mais como ecossistemas complexos (Forman, 2014). Um ecossistema pode ser
definido como um lugar especifico onde ocorre um fluxo constante entre todos 0s organismos
residentes, a matéria inorganica e a energia (Forman, 2014). Portanto, toda a area de uma
cidade pode ser vista e estudada como um ecossistema (Forman, 2014).

O ambiente urbano, caracterizado pela concentracdo de prédios, estradas, poluentes,
veiculos, pessoas e muito barulho, difere grandemente das regides destinadas a agricultura e
areas naturais (Forman, 2014). Ecossistemas urbanos consomem de 10 a 100 vezes mais
energia do que um ecossistema natural e seu metabolismo depende de fontes externas de
matéria e energia (Kaye et al., 2006). Nas cidades o processo de ciclagem biogeoquimica é
alterado de forma significativa com a impermeabilizacdo e drenagem do solo, liberacdo de
compostos sintéticos na atmosfera, formacao de ilhas de calor que interferem no clima, e uso
do solo com alteragcdo da composicdo vegetal e de nutrientes (Kaye et al., 2006).

Para estudar essas relagdes, foi criada a ecologia urbana, que abrange as interacfes
entre organismos, estruturas artificiais e o ambiente fisico onde as pessoas estdo concentradas
(Forman, 2014). Nas &reas urbanas, persistem as espécies capazes de conciliar a conformacéo
espacial da vegetacdo, as superficies rigidas e as muitas fontes de estresse com as quatro
necessidades basicas de todo animal: alimento, &gua, abrigo e deslocamento (Forman, 2014).
Muitos morcegos satisfazem essas exigéncias adaptativas e ndo apenas sobrevivem, como
prosperam em areas urbanas, como por exemplo Tadarida braziliensis, Eptesicus fuscus,
Pipistrellus kuhlii e diversos representantes do género Myotis que foram encontrados
abrigando-se em bueiros e sob pontes, incluindo espécies ameacgadas como Myotis grisescens
e Motis sodalis que encontram nas estruturas de concreto, local propicio a reproducédo (Keeley
e Tuttle, 1999; Bogdanowicz, 2004; Lima, 2008; Wiederholt et al. 2014; Forman, 2014).

As espécies de morcegos adaptadas ao ambiente urbano variam conforme a regido do

planeta e nas cidades de uma mesma regido por fatores como, distribui¢do natural da espécie e
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condi¢cdes ambientais favoraveis (Keeley e Tuttle, 1999; Lima, 2008; Forman, 2014). Os
morcegos normalmente constituem o principal componente da fauna remanescente de
mamiferos em areas urbanas (Threlfall et al., 2011). No Brasil, Artibeus lituratus, Artibeus
planirostris e Platyrrhinus lineatus sdo espécies abundantes em areas urbanas e naturais,
habitam areas de vegetacdo degradada e possuem ampla distribuicdo na América do Sul
(Wilson e Reeder, 2005; Reis et al., 2007; Lima, 2008; Gazarini e Pedro, 2013). Tais espécies
foram selecionadas para a realizacdo de um estudo in vivo de genotoxicidade, que avaliou a
frequéncia do dano ao DNA em morcegos de ambiente urbano e ndo urbano pelo ensaio
cometa. Os resultados obtidos foram comparados para averiguar se ha variacdo significativa
na frequéncia de dano entre as areas amostradas e entre as espécies.

A técnica do ensaio cometa, utilizada no presente estudo, foi desenvolvida na década
de 1990, apresenta baixo custo e elevada eficiéncia para identificar e quantificar quebras na
molécula de DNA (Olive e Banath, 2006). O metodo requer uma pequena quantidade de
células para ser executado e pode ser aplicado no biomonitoramento humano e em pesquisas
ecoldgicas de organismos bioindicadores expostos a contaminantes ambientais (Olive e
Banath, 2006).

Em humanos, o ensaio cometa ja foi usado para medir dano ao DNA de linfocitos em
trabalhadores expostos a raios-x (Maluf et al., 2001) e combustiveis para a propulsdo de jatos
(Jackman et al., 2002), bem como, medir o dano ao DNA de trabalhadores em mina de carvéo
(Ledn-Mejia et al., 2011) e trabalhadores em fabricas de sapatos, expostos ao tolueno e outros
solventes orgénicos (Pitarque et al., 1999). Além dos humanos, anfibios adultos e girinos sdo
frequentemente usados como modelo em estudos de genotoxicidade, por serem &timos
bioindicadores (Valencia et al., 2011; Agbor et al., 2013). Ha& outros organismos que também
foram usados como modelos de forma menos frequente para avaliar o dano ao DNA pelo

ensaio cometa: plantas, protozoarios, poliquetas, bivalves, mexilhdes, minhocas, drosofilas,
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peixes continentais e marinhos, aves, roedores e iguana (Agbor et al., 2013; Cabarcas-
Montalvo et al., 2012). Em morcegos, 0 ensaio cometa ja foi utilizado para identificar dano ao
DNA em populacdes habitando areas de mineragdo de carvdo (Zocche et al., 2010), mina
abandonada de monazita (Meehan et al., 2004) e forrageando em estacdo de tratamento de
residuos (Naidoo et al., 2014), mostrando que houve aumento no dano ao DNA pela
exposicao continua a esses ambientes.

Alguns estudos mostram que 0S morcegos possuem um mecanismo bastante eficiente
de reparo de danos ao DNA (Brunet-Rossinni e Austad, 2004; Podlutsky et al.,2005), o que
em tese, proporciona um envelhecimento mais lento e possibilita uma vida mais longa
(Brunet-Rossinni e Austad, 2004), uma vez que, comparados a outros mamiferos pequenos,
apresentam uma elevada expectativa de vida (Austad e Fischer, 1991; Brunet-Rossinni, 2004;
Brunet-Rossinni e Austad, 2004). Ha registro de morcegos que viveram 19 (Eptesicus fuscus),
28 (Myotis daubentonii), 30,5 (Rhinolophus ferrumequinum), 34 (Myotis lucifugus) e 41 anos
(Myotis brandtii) na natureza, enquanto a longevidade de um pequeno roedor em cativeiro
chega em média a 3 ou 4 anos (Brunet-Rossinni e Austad, 2004; Podlutsky et al., 2005).

Como o acumulo de dano ao DNA pode afetar a satde dos animais a longo prazo e
também esta relacionado ao envelhecimento (Austad e Fischer, 1991; Brunet-Rossinni, 2004;
Brunet-Rossinni e Austad, 2004; Podlutsky et al. 2005), morcegos de ampla distribuicéo
geogréfica e tolerantes & urbanizacdo e fragmentagdo de habitat, podem ser bastante
informativos como modelos em estudos de genotoxicidade. Dessa forma, considerando a
importancia dos morcegos para a manutencdo de processos naturais indispenséveis, como a
polinizacdo e dispersdo de sementes (Fleming et al., 2009; Mello et al., 2014), seus beneficios
a humanidade em todos os ambientes (Shilton et al., 1998; Fleming et al., 2009; Maas et al.,
2013; Mello et al., 2014), a crescente perda de habitat que afeta suas populagfes (Laurance et

al., 2002; Gomes et al., 2011; Hanski, 2011; Britton, 2013) e o impacto da polui¢do urbana e
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rural, este estudo aplica conceitos genéticos e ecologicos, incluindo a ecologia urbana, para
melhor compreender a relacdo entre os tipos de locais onde vivem e a intensidade do dano ao
DNA encontrado nos morcegos de ambiente urbano e ndo urbano, que podem estar sujeitos de

maneira direta e indireta a diversas fontes de estresse e poluentes.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral
. Quantificar o dano ao DNA das 3 espécies de morcego capturadas em
ambientes urbano e ndo urbano para comparar a frequéncia do dano ao DNA entre as espécies

e entre os locais de captura.

2.2. Objetivos Especificos

. Quantificar e comparar o dano ao DNA encontrado nos individuos da espécie
Artibeus planirostris capturados na area urbana com aqueles capturados na area ndo urbana;

. Quantificar e comparar o dano ao DNA entre as trés espécies amostradas em

area urbana, buscando identificar se ha diferenca significativa no acimulo de dano entre elas.



21
3. Material e métodos
3.1. Delineamento experimental e amostragem de sangue periférico

Este estudo foi conduzido nos municipios de Goiania, Bela Vista e Urutai, no Estado
de Goias, Brasil e, para a andlise da freqliéncia de dano ao DNA, foram amostrados 37
espéecimes de A. lituratus, 32 de A. planirostris e 33 de P. lineatus em 3 parques na cidade de
Goiania, representando o ambiente urbano (Tabela 1). As amostragens em ambiente nao
urbano foram feitas em 2 locais: fragmentos de Cerrado no municipio de Bela Vista e Urutai,
com a captura de 34 A. planirostris (Tabela 1). As coordenadas geograficas foram registradas
nos cinco locais amostrados (Tabela 1). As espécies foram selecionadas pela abundancia de
individuos nas areas amostrais (urbanas e ndo urbanas), ampla distribuicdo geografica, tipo de
dieta (frugivoros) e proximidade filogenética (subfamilia Stenodermatinae). Estes critérios de
selecdo contribuem para que seja possivel a captura das espécies tanto no ambiente urbano
quanto ndo urbano; a repeticdo do experimento em outras localidades pela ampla distribuicédo
das espécies; reduzir a influéncia da alimentagcdo ao comparar o dano entre as espécies devido
a dieta semelhante; reduzir a influéncia que a distancia filogenética pode ter no dano ao DNA
de espécies mais derivadas.

Os animais foram capturados com 10 redes de neblina (entre 18:00 h e 00:00 h), que
foram checadas a cada 30 minutos. Foram coletados dados morfométricos (peso de cada
morcego e tamanho do antebraco) e informacgdes como estado reprodutivo, idade (jovem ou
adulto) e sexo. Para a coleta sanguinea, foi seguido o protocolo de pun¢do venosa em
morcegos de Baptista et al. (2006). O sangue foi coletado da veia propatagial com o animal
contido fisicamente em decubito dorsal (Baptista et al, 2006) e corpo totalmente coberto (com
excecdo de uma asa para realizacdo da coleta), para prevenir mordidas e ndo deixar o animal
agitado devido a iluminagdo intensa das lanternas. As amostras foram coletadas em campo

com capilar heparinizado, armazenadas em tubos conicos também heparinizados e
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acondicionadas em recipiente térmico com gelo para preservacdo. Apenas individuos adultos
e fémeas sem filhotes foram amostrados.

O volume de sangue coletado de cada morcego foi menor que 0,5 mL, suficiente para
a realizacdo do ensaio cometa e compativel com o tamanho corporal do animal, sem debilita-
lo nem prejudicar sua capacidade de voo (Baptista et al, 2006). Apds a coleta de dados e
amostras bioldgicas, cada individuo recebeu uma anilha numerada ou colar com numeracgéo
codificada em cores, para evitar a amostragem em animais recapturados.

Para a captura, transporte, coleta e armazenamento de material bioldgico proveniente
de animais silvestres no ambiente urbano, foi obtida a licenca de nimero 001/2015 junto ao
orgdo ambiental competente, AMMA (Agéncia Municipal do Meio Ambiente) (Anexo 1) e

para 0 ambiente ndo urbano, a licenca de numero 49329-1 foi obtida junto ao IBAMA

(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) (Anexo 2).

Tabela 1 - Locais de captura, tipo de ambiente, coordenadas geograficas e nimero de individuos

amostrados por espécie e localidade

Locais de Coordenadas Geograficas Numero Amostral por Espécie
Captura*

Total

Alituratus A.planirostris P.lineatus

UTM, zona 22k 685325,779 E,

BB (A.U.) 8154978,249 N 6 8 6
UTM, zona 22k 684484,879 E,

VB (A.U.) 8151759,501 N 12 13 21
UTM, zona 22k 686001,867 E,

AR (A.U)) 8152193,047 N 19 11 6

UTM, zona 22k 727639,420 E,

BV (A.N.) 8101554,760 N 5
UTM, zona 22k 796821,765 E,

UR (A.N.) 8060114,009 N 29

Total 37 66 33

20

46

36

29
136

*BB, Bosque do Buritis; VB, Vaca Brava; AR, Areido; BV, Bela Vista; UR, Urutai; A.U., ambiente urbano; A.N.,
ambiente ndo urbano
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3.2. Locais de captura

Os morcegos amostrados neste estudo, foram capturados em 5 areas selecionadas com
0 intuito de abranger o ambiente urbano e ndo urbano. Sendo este ultimo, caracterizado por
fragmentos de vegetacdo nativa cercados por pastagem e atividades agricolas nos municipios
de Urutai e Bela Vista, enquanto na area urbana, foram selecionados 3 parques municipais
situados na regido mais urbanizada da cidade, com grande concentracdo de edificios, avenidas
e pessoas, inclusive circulando no interior dos parques.

Dentre os 3 parques, 0 maior foi o Parque Areido, com 240.000 m2 (AMMA, 2016).
Sua vegetacdo é formada por remanescentes de mata ciliar, mata de galeria e mata seca
(Tabela 2). O segundo em tamanho foi o Bosque dos Buritis, com uma area atual de 124.800
m?2 e vegetacdo formada por remanescentes de mata seca e vereda de buritis (AMMA, 2016)
(Tabela 2). O Parque Vaca Brava € um remanescente de mata seca e sua area € de 77.760 m?
(AMMA, 2016) (Tabela 2). Os trés locais abrigam nascentes dos corregos que deram nome
aos respectivos parques.

A area de captura situada na zona rural de Bela Vista, foi composta por fragmentos de
vegetacdo nativa pequenos e sem conexdo entre eles. Dois fragmentos maiores estavam a
cerca de 400 metros e 1200 metros dos pontos onde ocorreram as capturas. As areas de
plantio e pastagem sdo predominantes na regido. Em Urutai, os fragmentos de vegetagdo séo
mais preservados e visivelmente maiores, porém, &reas de plantio e pastagem também
circundam tais fragmentos, embora fosse de maneira menos intensa do que em Bela Vista.
Esses locais de captura em Bela Vista e Urutai distam, respectivamente, cerca de 70 km e 170
km do perimetro urbano de Goiania, reduzindo a possibilidade de fluxo de individuos entre os

locais de captura.
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Tabela 2 - Locais amostrados dentro do ambiente urbano, com a extenséo da area de cada parque e o tipo de
vegetacdo remanescente

Locais Area (m?) Tipo de Vegetacdo
Parque Areiéo 240.000 m2 Mata ciliar, mata de galeria e mata seca
Parque Vaca Brava 77.760 m? Mata seca

Bosque dos Buritis 124.800 m2 Mata seca e vereda de buritis
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3.3. Ensaio Cometa

Para a realizacdo do ensaio cometa, as laminas foram preparadas com uma pré-
cobertura de agarose “Normal Melting” a 1,5%. Foram utilizados 14 pL de sangue de cada
amostra e homogeneizados em 120 pL de agarose “Low Melting Point™ a 0,5%, aquecida em
termobloco a 40°C. Essa mistura foi colocada sobre a lamina preparada previamente e coberta
com uma laminula. As laminas foram colocadas na geladeira por trés a cinco minutos a 4°C
para que ocorresse a solidificagdo do material. Apds esse tempo, as laminulas foram retiradas
e as laminas, imersas em tampao de lise por 24 horas.

Ap0s 24 horas, as laminas foram retiradas da lise e colocadas em uma cuba horizontal
de eletroforese, incubadas em tampéo alcalino por 30 minutos. A corrida eletroforética foi
realizada por 25 minutos, a 25 volts, 7 watts e 300 mA. A neutralizacdo foi feita com uma
solugdo Tampéo Trisa 0,4 M (pH 7,5) por trés vezes, durante 5 minutos.

Apos a neutralizacdo, as laminas foram lavadas duas vezes com agua destilada e
colocadas para secar na posicdo inclinada. A fixacdo foi feita com etanol absoluto por 10
minutos e para a analise das Iaminas o DNA foi corado com 15 uL da solugdo de brometo de
etidio a 10 ng/ul. O material foi coberto com uma laminula e levado ao microscopio de
fluorescéncia, utilizando um conjunto de filtros de excitacdo 515-560 nm, para fluorescéncia
vermelha. Os nucleos das células foram visualizados utilizando a objetiva de 10X e a imagem
fluorescente foi captada utilizando o “software” ZEN 2012°.

Foram analisadas duas laminas para cada individuo amostrado e foram contadas, em
média, 550 células por individuo, as quais foram avaliadas com o auxilio do programa
“ImageJ’ 64 bit, versdo 1.48, junto do plugin “OpenComet” versdo 1.3 (Gyori et al., 2014).

Dentre os parametros de quantificacdo de danos ao DNA registrados no OpenComet
apos andlise das imagens, foram selecionados 3 parametros principais: porcentagem de DNA

na cauda (% DNA), comprimento da cauda (CC) e momento da cauda de Olive (MCO). A
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escolha desses 3 parametros foi baseada na eficiéncia em melhor explicar o dano ao DNA nas
células e prover informacgfes biologicamente significativas em estudos de genotoxicidade

(Dhawan e Anderson, 2009).

3.4. Analise estatistica

Inicialmente, foram analisados os dados obtidos apenas na area urbana, considerando
as 3 espécies (A. planirostris, A. lituratus e P. lineatus). Foi executada uma analise de
covariancia (ANCOVA) para testar a relacdo dos locais e 0 peso sobre o dano ao DNA de
todas as amostras. Com a analise de variancia de 1 fator (ANOVA one way) foi testada a
relacdo entre os locais x peso, além da relagédo entre espécie x dano e espécie x peso. Outras 3
analises de covariancia foram executadas de forma independente para cada espécie,
desagrupando os dados coletados na area urbana que, previamente foram analisados juntos.

Na sequéncia, foi realizada a analise dos dados obtidos somente no ambiente nédo
urbano, onde foram capturados apenas individuos da espécie A. planirostris. Usando a analise
de covariancia, foi testado se o dano ao DNA esta relacionado aos locais amostrados e ao peso
dos morcegos.

Por fim, na andlise de comparacdo entre ambiente urbano e ndo urbano, foi executada
uma ANCOVA para testar a influéncia do tipo de ambiente e do peso sobre o dano ao DNA
da espécie A. planirostris. Outra ANCOVA foi executada para comparar 0s ambientes e 0
peso, porém, mostrando os resultados individuais dos 5 locais amostrados (3 no ambiente
urbano e 2 no ambiente ndo urbano). Um teste t para amostras independentes, comparou as
médias de peso dos individuos de A. planirostris entre os dois ambientes.

Vale ressaltar que para a execucdo das andlises estatisticas os dados foram
logaritmizados. Todas as andlises foram executadas no software Statistica7®, considerando

um intervalo de confianca de 95% e um nivel de significancia p < 0,05.
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4. Resultados
Foram amostrados no total, 136 espécimes de morcegos: 37 A. lituratus, 32 A.
planirostris e 33 P. lineatus no ambiente urbano. Em ambiente ndo urbano, foram 34 A.
planirostris, conforme a Tabela 1, que também informa os locais de captura, o tipo de
ambiente para cada local e as respectivas coordenadas geograficas.
Os resultados obtidos estdo separados por tipo de ambiente (urbano e ndo urbano),
além de um terceiro topico que mostra a comparacdo entre eles. A analise de comparagéo
entre ambientes ficou restrita a espécie A. planirostris, em face da ndo captura de A. lituratus,

nem de P. lineatus, fora do ambiente urbano.

4.1. Ambiente urbano

Considerando a andlise conjunta das 3 espécies, houve diferencas estatisticamente
significativas do dano ao DNA entre os locais amostrados na area urbana (p < 0,001).
Contudo, ndo houve a influéncia do peso como uma covaridvel desse dano (p = 0,7846).

No Parque Areido, o dano ao DNA foi menor. No Bosque dos Buritis e no Vaca Brava
os valores obtidos foram mais préximos entre si, porém superiores no Vaca Brava, que teve 0
dano ao DNA mais elevado dentre os 3 parques. A distribuicdo dos resultados mostra os trés
pardmetros de dano ao DNA do cometa avaliados no estudo (CC, %DNA e MCO) e a

varia¢ao no dano entre os parques (Figura 1).
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Figura 1 — Distribuicdo dos valores de dano ao DNA para os 3 parametros
do ensaio cometa, demonstrando a varia¢do do dano entre os trés locais de
captura no ambiente urbano (Areido, Bosque dos Buritis e VVaca Brava).
Ao testar o efeito dos locais de captura sobre a variacdo do peso nos morcegos, houve
significancia estatistica na relagdo, com influéncia dos parques no peso médio (p = 0,0427).

Os morcegos capturados no Parque Areido, tiveram o maior peso, no Bosque dos Buritis 0s

valores foram intermediérios e no Parque Vaca Brava, tiveram o menor peso (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuicdo do peso médio dos morcegos amostrados
conforme os locais de captura em ambiente urbano, sem distin¢do por
espécie. No Areido 0s morcegos tiveram maior peso e no Vaca Brava
tiveram o menor peso.
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Na comparacdo por espécie, nota-se a diferenca de peso entre elas e, durante as
capturas, essa diferenca é evidente. A distribuicdo grafica auxilia na compreensdo dos
resultados e ilustra essa variacdo. Como esperado, A. lituratus foi a espécie com maior peso

médio, seguida de A. planirostris e P. lineatus contendo o menor peso (Figura 3).

19

18

1,7

16

PESO

15¢

1,4 |

13

Al.lituratus A.planirostris P.lineatus

ESPECIE

Figura 3 — Distribuicdo dos valores médios de peso entre as trés espécies
estudadas. A. lituratus é a espécie maior e mais pesada, seguida por A.
planirostris e a menor é P. lineatus contendo 0 menor peso.

Quanto ao dano ao DNA de cada espécie, os menores valores foram encontrados em
A. lituratus, seguidos por P. lineatus. Os valores de dano a0 DNA mais elevados foram
encontrados em A. planirostris. No entanto, entre as espéecies, o dano ao DNA néo foi
estatisticamente significativo (p = 0,3871) em nenhum dos 3 parametros do ensaio cometa

(Figura 4).
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Figura 4 — Distribuigéo dos valores de dano ao DNA para 0s 3 parametros
do ensaio cometa, demonstrando como variou o0 dano entre as trés
espécies estudadas no ambiente urbano (A. lituratus, A. planirostris e P.
lineatus).

Os resultados da comparagdo entre 0s parques e entre as espécies, foram agrupados
para mostrar como variou cada parametro de dano ao DNA em cada espécie dentro dos

parques (Figura 5) e em cada parque, considerando o conjunto das espécies (Figura 6).
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Apos andlise simultanea das 3 espécies, os dados foram isolados e analisados para

cada uma delas, buscando saber de maneira independente, como respondem ao ambiente
urbano. A relacdo entre o dano ao DNA e os parques urbanos foi significativa para A.
lituratus (p < 0,001), mas o peso dos individuos ndo teve influéncia sobre os valores de dano
obtidos (p = 0,602). Os trés parametros do ensaio cometa demonstraram que o dano ao DNA
foi menor no Parque Areido, seguido do Bosque dos Buritis. Os valores mais elevados de

dano ao DNA foram encontrados em morcegos amostrados no Parque Vaca Brava (Figura 7).
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Figura 7 — Distribuigéo dos valores de dano ao DNA para 0s 3 parametros
do ensaio cometa, demonstrando como variou 0 dano entre os trés parques
urbanos para a espécie A. lituratus.

Para a espécie A. planirostris, a relacdo entre o dano ao DNA e o0s parques urbanos
apresentou diferencas estatisticamente significativas (p < 0,001), porém, sem influéncia do

peso como uma covariavel do dano ao DNA (p = 0,993). A distribui¢do dos trés parametros
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demonstrou que o dano ao DNA foi menor no Parque Areido, depois no Bosque dos Buritis e

0 maior dano foi encontrado no Parque Vaca Brava (Figura 8).

1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6 |
0,4 |
0.2 =— Comp. Cauda
=5 - % DNA na Cauda
-§ Momento de Olive
0,0 . . .
AR BB VB
LOCAIS

Figura 8 — Distribuicdo dos valores de dano ao DNA para os 3
parametros do ensaio cometa, demonstrando como variou o dano entre
0s trés parques urbanos para a espécie A. planirostris.

Quanto a espécie P. lineatus, o dano ao DNA foi menor no Parque Areido, seguido do
Parque Vaca Brava. Valores superiores de dano ao DNA foram encontrados em morcegos
amostrados no Bosque dos Buritis (Figura 9). No entanto, a relagdo entre os parques (p =

0,156) e o peso (p = 0,351) com o dano ao DNA, néo foi estatisticamente significativa.
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Figura 9 — Distribuigéo dos valores de dano ao DNA para 0s 3 parametros
do ensaio cometa, demonstrando como variou 0 dano entre os trés parques
urbanos para a espécie P. lineatus.

4.2. Ambiente n&o urbano

Apenas a espécie A. planirostris foi amostrada nos municipios de Bela Vista e Urutai.
Os resultados demonstraram que o dano ao DNA foi menor em Bela Vista e mais elevado em
Urutai (Figura 10). Nesses locais, o peso dos individuos foi estatisticamente significativo na
variacdo do dano ao DNA (p = 0,004), ao contrario dos achados no ambiente urbano. No
entanto, ao compararmos 0s valores de dano entre as duas localidades (Bela Vista e Urutai)

ndo houve diferencgas estatisticamente significativas (p = 0,119).
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Figura 10 — Distribuicdo dos valores de dano ao DNA para os trés
parametros do ensaio cometa, demonstrando como variou o dano entre 0s
dois locais amostrados em ambiente ndo urbano para a espécie A.
planirostris.

4.3. Comparacao entre ambientes

O dano ao DNA variou de forma significativa entre os dois ambientes (p < 0,001),
sendo mais elevado na area ndo urbana e menor na area urbana (Figura 11). No entanto, a
analise dos dados obtidos para a espécie A. planirostris, demonstrou que o peso ndo foi
estatisticamente significativo como uma covaridvel do dano (p = 0,284). A variacdo nos
resultados pode ser vista de maneira mais informativa na distribuicdo dos parametros de dano

ao DNA em todas as &reas amostradas no estudo (Figura 12).
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Figura 11 — Distribuicdo dos valores de dano ao DNA para 0s trés
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2,0

18}

16}

14 ¢t

12}

10}

0,8

0,6
04|
0.2 | == Comp. Cauda

=¥ - % DNA na Cauda
==~ Momento de Olive

0,0

BV UR AR BB VB
LOCAIS

Figura 12 — Distribuicdo dos valores de dano ao DNA para os trés
parametros do ensaio cometa, demonstrando a variacdo no dano entre os
ambientes urbano e ndo urbano, além de demonstrar a variagdo em cada
um dos cinco locais amostrados para a espécie A. planirostris.
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Finalmente, a comparacdo das médias de peso dos individuos capturados nos
ambientes urbano e ndo urbano, ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa (p =
0,3377), indicando que o peso de A. planirostris foi semelhante nos dois ambientes (Figura

13).
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Figura 13 — Distribuicdo dos valores do peso médio para a espécie A.
planirostris, comparando a variacdo no peso dos individuos amostrados
no ambiente urbano e n&o urbano.
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5. Discussao

Este estudo demonstrou uma abordagem inédita para a avaliacdo do dano ao DNA em
morcegos usando o0 ensaio cometa, por partir do pressuposto de que os ambientes urbano e
ndo urbano provocam alteracGes significativas na frequéncia de dano ao DNA em espécies
generalistas que toleram ambientes degradados e por isso estdo sujeitas a fatores diversos,
inerentes a esses ambientes.

Embora adaptadas ao ambiente urbano e ndo urbano onde ha elevada degradacédo da
vegetacdo nativa, ha variaveis ainda desconhecidas impactando as populacfes das espécies
consideradas neste estudo (A. planirostris, A. lituratus, P. lineatus). A reproducéo, busca por
abrigo e alimento de forma satisfatoria em pequenos fragmentos de vegetacdo remanescente,
ndo isenta essas espécies de impactos adicionais relacionados direta ou indiretamente com a
perda de habitat.

No ambiente urbano, foi comprovada a associacdo do dano ao DNA com os locais de
captura, analisando todos os dados, sem distinguir os individuos de cada espécie. No entanto,
0 peso dos animais ndo teve significAncia como covaridvel do dano (p = 0,7846). Os
parametros de dano ao DNA (CC, %DNA e MCO) demonstram que o menor valor de dano
foi encontrado no Parque Areido, seguido pelo Bosque dos Buritis e 0 maior valor no Parque
Vaca Brava. Ndo se sabe de forma exata o que causa essa variagdo no dano entre os parques,
mas o acumulo de dano foi inversamente proporcional a area de cada parque, ou seja,
conforme a area do parque reduz, o dano ao DNA aumenta.

Pode haver uma relacdo indireta entre 0 dano ao DNA e o efeito de borda, que afeta
fragmentos menores de maneira mais intensa e pode ocasionar reducdo na disponibilidade de
recursos (Benitez-Malvido e Arroyo-Rodriguez, 2008). Além disso, pode acarretar 0 aumento
da competicdo inter e intraespecifica, forcando os animais a buscar alimento em fragmentos

mais distantes, especialmente na estacdo seca, quando a oferta de alimento é naturalmente
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menor para espécies frugivoras (Lopez e Vaughan, 2007). Essas suposi¢des corroboram para
um cenario onde fragmentos menores de vegetacdo vao expor 0s morcegos a mais fatores de
estresse ou intensificar os que ja existem, elevando a frequéncia de dano ao DNA nos
individuos. De maneira adicional, quanto menor o fragmento de vegetacdo, mais exposta
estara a fauna aos impactos da poluigcdo atmosférica, luminosa e sonora presentes no ambiente
urbano. Assim, o dano ao DNA maior em areas menores, pode ser o resultado de parte desses
fatores, a soma ou interacdo deles, com a possibilidade de outros fatores que ndo foram
considerados.

Embora os resultados demonstrem que, no ambiente urbano, sem distinguir por
espécie, 0 peso dos morcegos nao tem relacdo com o dano ao DNA, houve variacdo
significativa do peso entre os locais de captura. A distribuicdo da média para cada local
demonstra que no maior parque (Areido) foi onde 0s morcegos tiveram o maior peso médio,
logo ap6s vem o Bosque dos Buritis e por ultimo o Vaca Brava (menor parque) com o menor
peso médio. Neste ponto, o conhecimento sobre a morfologia e morfometria das espécies é
fundamental para esclarecer que apesar da significancia estatistica, a variacdo do peso entre as
areas possui um vies. Quando adultos, A. lituratus, A. planirostris e P. lineatus diferem em
peso e tamanho. No Parque Areido onde o peso médio dos morcegos foi maior, predominou a
captura de A. lituratus, que é a maior dentre as 3 espécies. Ja no Parque Vaca Brava onde o
peso médio foi menor, predominou a captura de P. lineatus, que é a espécie menor. Esse Vviés
pode ser eliminado amostrando um numero semelhante de individuos de cada espécie por
parque, para confirmar de maneira segura se o tamanho dos parques interfere no peso médio
dos morcegos.

A diferenca de peso entre as espécies € perceptivel nas capturas de campo e também
foi demonstrada nos resultados. No entanto, ndo houve relacdo entre o tamanho das espécies e

a variacdo no dano entre elas, indicando que fatores de estresse e polui¢cdo podem estar agindo
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de maneira semelhante em A. lituratus, A. planirostris e P. lineatus dentro do ambiente
urbano. Seja devido a semelhanca de habitos entre elas, ja que as trés sdo frugivoras e
forrageiam nos mesmos fragmentos, ou pela intensidade com que estdo sendo impactadas.

Com a andlise individual de cada espécie no ambiente urbano, foi demonstrado que a
variacdo no dano ao DNA entre elas ndo foi estatisticamente significativa. Indicando que
talvez P. lineatus, seja uma espécie mais sensivel para outros fatores estressores gque nédo
sejam os locais e 0 peso, ja que eles ndo tiveram influéncia significativa no dano ao DNA
dessa espécie. No entanto, os valores encontrados foram semelhantes aqueles obtidos para A.
lituratus e A. planirostris, cujo dano ao DNA foi influenciado de forma significativa pelos
locais.

Mesmo diferindo em tamanho, nenhuma das espécies no ambiente urbano teve o dano
ao DNA influenciado pelo peso. No entanto, os locais estdo relacionados ao dano ao DNA de
A. lituratus e A. planirostris, que apresentam semelhancas no tamanho, morfologia e séo as
duas maiores espécies do estudo. Talvez isso indique que a area dos parques nao prové de
forma satisfatoria, recursos energéticos suficientes para espécies maiores, que consomem
diariamente mais recursos do que espécies pequenas, forgando assim, um deslocamento mais
frequente entre as areas de forrageamento, elevando o dano ao DNA em consequéncia do
estresse causado.

Quanto a andlise de A. planirostris no ambiente ndo urbano, o dano ao DNA foi maior
em Urutai quando comparado a Bela Vista. Houve influéncia do peso sobre o dano ao DNA,
porém, ndo houve influéncia significativa dos locais de captura. Esse resultado, oposto ao
encontrado no ambiente urbano, pode estar relacionado as diferencas do ambiente ou pode ser
devido ao pequeno nimero amostral em Bela Vista, no qual foram capturados 5 individuos,
enquanto em Urutai foram 29 individuos amostrados.

A comparagdo entre os ambientes urbano e ndo urbano demonstrou que o dano
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genético foi maior no ambiente ndo urbano (Urutai e Bela Vista), cuja paisagem é dominada
pelo pasto e areas destinadas a agricultura. Em maior ou menor grau, 0s ambientes urbano e
ndo urbano, sdo o resultado do processo de degradacdo do ambiente natural com propositos
especificos. As atividades distintas que predominam em cada ambiente, como a urbanizacgéo
ou a agricultura, conferem caracteristicas marcantes que permitem distingui-los facilmente,
como a concentracdo do uso de agrotoxicos e pesticidas no ambiente ndo urbano e a grande
alteracdo da paisagem natural no ambiente urbano.

O elevado potencial de genotoxicidade no ambiente ndo urbano ja foi demonstrado em
outros estudos, nos quais foram avaliados outros vertebrados (Lowcok et al., 1997; Ralph e
Pietras, 1997; Yadav et al., 2013; Goncalves et al., 2015). Os animais coletados em areas
agricolas apresentaram maiores niveis de dano ao DNA do que individuos coletados em areas
distantes de quaisquer atividade agricola (Gongalves et al., 2015). Tais achados demonstram o
impacto de agentes quimicos utilizados em lavouras, como os pesticidas, no material genético
de diversas espécies, podendo estar associado ao dano ao DNA encontrado nos morcegos.
Portanto, é importante ressaltar que, a facilidade com que as espécies desse estudo se adaptam
a ambientes antropizados, garante alimento e abrigo de forma satisfatdria, mas por outro lado,
aumenta a exposicao a diversos estressores ambientais.

Assim, para A. planirostris € possivel que o dano ao DNA mais elevado em &reas nao
urbanas, seja o resultado do uso de agrotoxicos e pesticidas em atividades agricolas proximas
aos fragmentos de vegetacdo visitados pelos morcegos. A intensificagdo dessas atividades,
pode reduzir a disponibilidade de alimento, comprometer sua sobrevivéncia devido a perda de
locais de refugio e exposi¢do direta e indireta a compostos toxicos (Stebbings, 1988; Park,
2015). Além disso, estudos de captura tem mostrado reducdo na abundéncia e riqueza de
espécies de morcegos a medida que a vegetacdo nativa é convertida em pasto e monoculturas

( Estrada et al., 1993; Harvey e Villalobos, 2007; Castro-Luna e Galindo-Gonzales, 2012).
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Outros estudos que avaliaram o dano ao DNA em morcegos pelo ensaio cometa,
demonstraram que houve aumento no dano ao DNA em animais expostos a fatores de estresse
em areas impactadas. No estudo de Meehan et al., (2004), o dano ao DNA em Rhinolophus
capensis foi superior nos individuos que se abrigavam em uma mina abandonada de monazita,
de onde se extrai o metal radioativo Torio 232. Zocche et al., (2010) demonstraram que, para
Tadarida brasiliensis o dano ao DNA foi mais elevado em uma area de mineracéo de carvao,
do que na area sem mineracdo e, Naidoo, et al., (2014), estudaram individuos de Neoromicia
nana forrageando em uma estacdo de tratamento de residuos, onde o dano ao DNA foi mais
elevado do que em éareas ndo poluidas. Nos estudos desses autores, havia uma fonte explicita
causadora do dano ao DNA sendo comparada ao controle ndo exposto, enquanto neste estudo
a comparacdo ocorreu entre dois ambientes degradados que possuem diferentes fontes
estressoras, buscando demonstrar em qual ambiente os morcegos sdo mais impactados.
Porém, apesar das diferencas no delineamento experimental entre este estudo e os demais que
avaliaram o dano ao DNA em morcegos pelo ensaio cometa, todos apontam que o0 aumento no
dano ao DNA é em decorréncia da exposicdo desses animais a fontes de poluicdo e estresse
providas pelo homem.

E necessario destacar ainda que, as espécies selecionadas para este estudo s&o
frugivoras (A. lituratus, A. planirostris e P. lineatus), enquanto Meehan et al., (2004), Zocche
et al., (2010) e Naidoo, et al., (2014) estudaram espécies insetivoras (R. capensis, N. nana, M.
molossus, T. brasiliensis e E. diminutus), com habitos distintos de forrageamento e busca por
abrigo. No estudo de Naidoo, et al., (2014), a principal fonte de forrageamento de N. nana
eram insetos contaminados e tolerantes a polui¢do, demonstrando a possivel relacdo entre
habito alimentar, acimulo de metais pesados e aumento na frequéncia de dano ao DNA. 1sso
indica que estudos de genotoxicidade com espécies frugivoras, comparados a estudos de

espécies insetivoras, podem contribuir para um melhor entendimento de como morcegos com
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adaptacdes ecologicas tdo distintas respondem aos impactos de atividades antropicas, a
exemplo da agricultura e expanséo urbana.

Com base nos resultados, ndo se pode afirmar que ndo ha impacto do ambiente urbano
sobre os individuos de A. planirostris amostrados nos parques ou que este ambiente é mais
saudavel para os morcegos devido a um menor dano ao DNA. O que se pode afirmar é que,
no ambiente sem urbanizacdo, essa espécie estd sofrendo maior impacto. Até entdo,
acreditava-se que o ambiente urbano seria mais nocivo aos morcegos, por estar repleto de
estruturas artificiais e diversas fontes de poluicdo e estresse, como iluminacao artificial e
barulho constante (Francis e Barber, 2013; Stone et al., 2009). No entanto, cada espécie de
morcego responde de maneira diferente ao processo de urbanizacdo (Russo e Ancillotto,
2015) e alteracdes na vegetacdo nativa (Park, 2015). Como mostraram Araudjo e Bernard
(2015), a perda da vegetacdo remanescente € o principal fator que leva a reducéo da riqueza
de espécies de morcegos, enquanto Ripperger et al., (2015), mostraram que morcegos
frugivoros como Dermanura watsoni, da mesma subfamilia de A.planirostris, ndo encontram
problemas para atravessar areas agricolas, porém, dependem fortemente de fragmentos de
vegetacdo nativa para buscar abrigo e alimentacdo. Assim, apesar dos fragmentos de
vegetacdo nativa terem papel essencial na manutengéo de popula¢Ges de morcegos tanto em
areas urbanas (Araujo e Bernard, 2015) quanto ndo urbanas (Ripperger et al., 2015), ndo basta
que haja fragmentos preservados de vegetacdo nativa para garantir a sobrevivéncia dos
morcegos.

Tais populagbes podem sofrer impactos, além daqueles decorrentes da fragmentacéo e
perda de habitat, como acontece no aumento de dano ao DNA pela exposi¢do a contaminantes
ambientais de uso agricola, langados proximos a seus abrigos ou carreados pelo vento e pela
agua, além de outras formas de poluicdo. E embora muitas espécies de morcegos estejam

adaptadas ao meio urbano e isso lhes conceda uma certa vantagem sobre espécies mais
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sensiveis a alteracdes ambientais, a fauna de morcegos das cidades nao esta livre de ameacas
(Threlfall et al., 2011; Russo e Ancillotto, 2015). Dessa forma, para compreender melhor a
dindmica ecoldgica dos morcegos em areas urbanas e ndo urbanas, e quais os tipos de
impactos cada espécie estd sujeita nesses ambientes, € necessario realizar mais pesquisas
contemplando uma diversidade maior de espécies em diferentes ambientes, para a criacdo de

estratégias de conservacdo mais eficientes voltadas para situacdes especificas.



45

6. Conclusoes

A andlise dos resultados desse estudo permitiu obter as seguintes conclusoes:
- No ambiente urbano, sem distincdo entre espécies, houve relacdo estatisticamente
significativa entre o dano genético e os locais de captura, com auséncia da influéncia do peso
dos morcegos no dano.
- O dano genético no ambiente urbano foi inversamente proporcional ao tamanho dos parques
(conforme a &rea do parque aumentou, houve reducéo no dano genético).
- A comparacdo entre as espécies demonstrou que, no ambiente urbano, ndo houve variacao
estatisticamente significativa no dano genético entre elas.
- A analise do dano genético para a espécie A. lituratus mostrou que ha relacdo entre o dano e
os locais de captura, porém, ndo ha relagdo do peso com o dano.
- A analise do dano genético para a espécie A. planirostris mostrou que ha relacdo entre o
dano e os locais de captura, porém, ndo ha relacdo do peso com o dano.
- A analise do dano genético para a espécie P. lineatus ndo mostrou significancia estatistica na
relagdo entre locais de captura e peso sobre a variagdo no dano.
- No ambiente ndo urbano, a espécie A. planirostris mostrou significancia estatistica na
relacdo entre o peso e 0 dano, mas ndo houve relagédo dos locais de captura com o dano.
- Houve variacéo significativa no dano genético comparado entre ambiente urbano e néo
urbano, com valores mais elevados no ambiente ndo urbano. O peso ndo foi significativo na
variacdo desse dano.
- A comparagdo do peso entre os individuos da espécie A. planirostris, de ambiente urbano e

ndo urbano, ndo foi significativa, mostrando que o peso foi semelhante nos dois ambientes.
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacgdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacédo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 49329-1 | Data da Emisséo: 26/06/2015 16:49 Data para Revalida¢&o*: 25/07/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Dornelles Assungéo CPF: 000.116.481-39

Titulo do Projeto: AVALIACAO DO DANO GENOMICO EM CELULAS SANGUINEAS DE QUIROPTEROS COMO MECANISMO DE
CONSERVACAO

Nome da Instituicdo : UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS CNPJ: 01.567.601/0001-43

Cronograma de atividades

[#] Descricdo da atividade | Inicio (més/ano) [Fim (més/ano)

[1 [ Coleta de material biologico (sangue) mediante captura de morcegos seguido de soltura dos animais [ 052015 [ 08/2015

Observacoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 [ materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e 0s membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacédo
federal cujo processo de regularizagdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instru¢do Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagéo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagdo para envio ao exterior de material biolédgico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para importacé@o ou exportacdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenca ou autorizagéo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esfor¢o de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condi¢éo in situ.

O titular de autorizacéo ou de licenga permanente, assim como 0os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequacéao,
6 | omisséo ou falsa descri¢éo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagao ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBIo, nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgao e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores informa¢des em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizacdo devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedi¢Oes, as condi¢Oes para realizagéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF [ Descricdo do local Tipo
1 | GOIANIA GO Goiania Fora de UC Federal
2 |URUTAI GO Remanescente de Cerrado preservado no municipio de Urutai Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1 | Captura de animais silvestres in situ Chiroptera

2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Chiroptera

3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Chiroptera (*Qtde: 10)

4 | Marcacdo de animais silvestres in situ Chiroptera

*

Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservacéo, a serem coletados durante um ano.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 49329-1 | Data da Emisséo: 26/06/2015 16:49 Data para Revalida¢&o*: 25/07/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Dornelles Assungéo CPF: 000.116.481-39

Titulo do Projeto: AVALIAGAO DO DANO GENOMICO EM CELULAS SANGUINEAS DE QUIROPTEROS COMO MECANISMO DE

CONSERVACAO

Nome da Instituigdo : UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS CNPJ: 01.567.601/0001-43

Material e métodos

1 | Amostras biol6gicas (Outros mamiferos) Sangue
2 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos) Rede de neblina
3 | Método de marcagéo (Outros mamiferos) Anel

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino

[ [UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS [

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Dornelles Assungéo CPF: 000.116.481-39

Titulo do Projeto: AVALIACAO DO DANO GENOMICO EM CELULAS SANGUINEAS DE QUIROPTEROS COMO MECANISMO DE
CONSERVACAO

Nome da Instituigdo : UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS | CNPJ: 01.567.601/0001-43

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrucdo Normativa n°® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatdrio de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca permanente com a devida
anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacgdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacédo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 49329-1 | Data da Emisséo: 26/06/2015 16:49 Data para Revalida¢&o*: 25/07/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Dornelles Assungéo CPF: 000.116.481-39

Titulo do Projeto: AVALIACAO DO DANO GENOMICO EM CELULAS SANGUINEAS DE QUIROPTEROS COMO MECANISMO DE
CONSERVACAO

Nome da Instituigdo : UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS CNPJ: 01.567.601/0001-43

* |dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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