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Introdugao

O morcego-ando é uma espécie largamente distribuida na Europa sendo 0 morcego mais
comum na Peninsula Ibérica (Palmeirim 1990). Apesar da sua vasta distribuicdo e abundéncia, a
taxonomia desta espécie nunca esteve bem resolvida, sendo frequentemente sugeridas
subespécies (p.ex. Cabrera 1904) e identificadas grandes variagcdes na morfologia e vocalizagao
dos individuos (p.ex. Ahlén 1981, Miller & Degn 1981, Zingg 1990).

Recentemente, o estudo mais detalhado das vocalizagdes do morcego-ando, revelou uma
distribui¢do bimodal da frequéncia emitida por individuos de colénias diferentes (Jones & Parijs
1993, vd. Figura 4), com média nas frequéncias 46 e 55 kHz. De forma a confirmar o isolamento
reprodutor entre os dois grupos fénicos, foram também analisados os seus chamamentos
nupciais — sons emitidos pelos machos para atrair as fémeas durante a época das copulas
(Barlow & Jones 1997). Os resultados suportaram a hipétese de isolamento reprodutor,
indicando diferengas entre as vocalizagdes de acasalamento dos dois grupos. A morfologia dos
mesmos grupos foi também analisada, porém sem resultados aplicaveis (Jones & Parijs 1993,
Barlow & Jones 1996).

Barratt et al. (1997) confirmaram a existéncia de duas espécies cripticas através da
sequénciacdo de ADN mitocondrial. O nivel de divergéncia nas sequéncias do gene citocromo b
era dez vezes maior entre individuos dos dois tipos fénicos que entre individuos do mesmo tipo.
Posteriormente, Jones & Barratt (1999) sugeriram o uso do nome Pipistrellus pipistrellus
(Schereber, 1774) para o grupo fénico de 46 kHz e P. pygmaeus (Leach, 1825) para o grupo
fonico de 55 kHz. A presenga das duas espécies esta agora em estudo em diversos paises. Em
Portugal, dados genéticos confirmaram a presenca de P. pygmaeus (Barratt et al. 1997), embora
os registos sonoros obtidos em diversos trabalhos sugiram que a sua distribui¢do no Pais seja
mais alargada. No entanto, a sobreposic¢do das caracteristicas das vocalizagbes desta espécie

com P. kuhlii e P. pipistrellus dificulta a confirmac&o desta Ultima no nosso pais.

Objectivo:
Integrado na revisdo do Livro Vermelho dos Vertebrados de Portugal, pretende-se neste
trabalho esclarecer se a espécie actualmente denominada como Pipistrellus pipistrellus (i.e.

grupo fénico 46 kHz) existe no nosso pais.



Metodologia

Conjugando a reduzida informagéo disponivel acerca da distribuicdo desta nova espécie na
Europa (Barratt et al. 1997, Mayer & Helversen 2001a), com a abundancia de Pipistrellus a emitir
nos 46 kHz no Norte do pais, considerdmos esta regido como prioritaria na prospecgéo desta
espécie. Com o objectivo de capturar exemplares de Pipistrellus, entre Setembro e Outubro de
2002, foram visitados os abrigos conhecidos e novos abrigos nesta regido, bem como montadas
redes em locais propicios para a concentragao de morcegos.

No total foram capturados 16 individuos em sete localidades distribuidas pelo Parque
Nacional da Peneda-Gerés (PNPG), Parque Natural de Montesinho (PNM), Parque Natural do
Douro Internacional (PNDI) e Area de Paisagem Protegida da Serra do Agor (APPSA).

A Tabela 1 contém a listagem dos locais onde foram capturados individuos, registadas as

suas vocalizagdes e recolhidas amostras de tecido alar.

Tabela 1 Lista de individuos capturados, dos respectivos locais de captura e da frequéncia

das vocalizagdes emitidas.

N° do individuo Local* Frequéncia (Hz)
P1 APPSA
P2 APPSA
P10 PNPG -
P11 PNM 46
P14 PNM 49
P15 PNM 47
P17 PNM 48
P18 PNM 46
P19 PNM 48
P20 PNM 47
P21 PNM 47
P22 PNM 49
P24 PNDI 50
P25 PNDI 49
P26 PNDI 46
P27 PNDI 46
P28 PNDI -
P29 PNDI
P30 PNPG

*Parque Nacional da Peneda-Gerés (PNPG), Parque Natural de Montesinho (PNM), Parque Natural
Douro Internacional (PNDI) e Area de Paisagem Protegida da Serra do Agor (APPSA).



Analise acustica

As vocalizagdes foram registadas através de um detector de ultra-sons (Pettersson D240).
Para além do registo das vocalizagbes dos individuos capturados, foram também registadas
vocalizagdes de outros individuos em voo, bem como de alguns chamamentos nupciais. As
caracteristicas das suas vocalizagdes foram detalhadamente analisadas, usando para tal um

programa de andlise de som (Avisoft, SASLab Pro).

Anadlise genética

Apbs captura, foi retirada uma pequena por¢do de tecido alar, seguindo um método nao
destrutivo (Worthigton et al. 1996). ADN genomico foi extraido a partir desta amostra, seguindo
uma versdo alterada do protocolo descrito por Miller et al. (1988), adicionando um passo de
extracgao com cloroférmio / &lcool isoamilico (24/1) ao protocolo original. O ADN, precipitado em
isopropanol e depois em etanol 80%, foi dissolvido em &gua ultra-pura. A qualidade e quantidade
do ADN extraido foram verificadas em gel horizontal de agarose (0.8%, 1X TBE) corado com
brometo de etidio, recorrendo a iluminag&o ultravioleta.

O gene mitocondrial ND1 foi amplificado por PCR, utilizando os primers ER65 e ER66 (Petit
et al. 1999).

As reacgdes de PCR foram preparadas em volumes de 50 pl conforme as seguintes
condigdes: 5 pl de ADN, 2.5mM de MgCl, 0.2 yM de cada primer, 0.2 uM de cada dNTP, 1.5
unidades de Taq ADN Polimerase (Qiagen) com o respectivo tamp&o e a solugéo Q. A reacgao
de PCR iniciava-se com uma desnaturacéo inicial a 94°C durante 3 min., seguido de 40 ciclos
de: desnaturacdo a 93°C de 45", ligagdo a 50°C de 45" e extensdo a 72 °C de 90”. Uma
extensdo final a 72 °C durante 5 min terminava cada reac¢do. Os produtos de PCR eram
visualizados por electroforese em gel horizontal de agarose a 1% corado com brometo de etidio,
recorrendo a iluminag&o ultravioleta. Restos de nucleétidos e primers foram removidos utilizando
colunas para centrifugagdo QIAquick (Qiagen). 30 pl (10 -30 ng) dos produtos purificados eram
sequenciados com o primer ER70 (Petit et al. 1999). A reaccao de sequenciagao consistia em 25
ciclos de: 30" a 96 °C, 20" a 50 °C e 4 min a 60°C num sequenciador Perkin Elmer.

As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas recorrendo ao programa Sequencher 3.0
(Gene Codes Corp.). O alinhamento das sequéncias foi inequivoco, pois ndo foram detectadas
insercdes ou delecgoes.

As primeiras 690 bases do gene ND1 foram usadas em comparagdes de sequéncias par a
par. Utilizando o programa Modeltest 3.0 (Posada & Crandall 1998), foi determinado o modelo

evolutivo do ADN de Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa et al. 1985) como sendo o mais



adequado aos dados. Para a reconstrugdo das relagdes filogenéticas, recorreu-se ao método
algoritmico de neighbour-joining baseado no modelo evolutivo acima mencionado e também ao
método de maxima parcimonia. A robustez dos ramos internos das arvores resultantes dos dois
métodos de anélise foi avaliado pela técnica de bootstrap com 1000 replicados. Todas as
andlises foram efectuadas com haplétipos Unicos usando o software PAUP (verséo 4.0b,
actualizada de Swofford 1998).

Para comparagdo com as sequéncias obtidas, recorreu-se as sequéncias publicadas no

trabalho de Mayer & Helversen (2001b) disponiveis no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e

listadas na Tabela 2. Sequéncias da espécie P. kuhli foram utilizadas como outgroup.

Tabela 2 Lista de sequéncias de ND1 de Pipistrellus pipistrellus, P. pygmaeus e P kuhli (Mayer &

Helversen 2001b) disponiveis no GenBank e utilizadas neste estudo

Espécie Numeros de acesso Possivel origem (Mayer & Helversen 2001b)

Pipistrellus pipistrellus AF401379 - AF4013%4 Alemanha, Espanha, Franga, Grécia, Israel e Turquia
Pipistrellus pygmaeus AF401401 - AF401413 Alemanha, Grécia, Russia, Suécia e Ucrania
Pipistrellus kuhli AF401414 - AF401416 Grécia




Resultados e Discussao

Andlise acustica

Todas as vocalizagdes de Pipistrellus registadas durante este trabalho revelaram frequéncia
principal entre 37 e 51 kHz, com média e moda nos 46 kHz. Estes resultados contrastam com os
obtidos por Rainho (1995), num trabalho realizado a Sul do Tejo, onde a frequéncia principal dos

Pipistrellus observados variou entre 46 e 61 kHz, com média e moda nos 52 kHz (Figura 1).
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Figura 1. Histograma das frequéncias principais de individuos detectados durante este trabalho na regido

Norte do Pais (a preto) e detectados por Rainho (1995) no Sul do Pais (a branco).

Apesar do reduzido volume de dados obtidos no Norte do Pais e de uma aparente maior
sobreposicdo nas frequéncias utilizadas, estes dados em conjunto, sugerem uma distribuigao
bimodal idéntica a encontrada por Jones & Parijs (1993) na Gra-Bretanha (Figura 2).

De salientar que a sobreposicao de frequéncias observadas na Gra-Bretanha se verificam

nos mesmo intervalos que em Portugal, apenas num numero de efectivos muito inferior.
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Figura 2. Histograma das frequéncias principais de individuos detectados em 12 abrigos de criagdo em

Inglaterra (adaptado de Jones & Parijs, 1993)

No que se refere aos chamamentos nupciais, diversos autores descreveram ja este tipo de
vocalizagdes para as trés espécies, sugerindo varias caracteristicas como discriminantes (Tabela
3).

Tabela 3. Caracteristicas sonoras dos chamamentos nupciais e sociais das espécies de Pipistrellus em
questao.

Espécie P. pygmaeus P. pipistrellus P. kuhlii

N° pulsos 2a4 3ab 2ab
Duragéo (ms) 268+1.9 30.1£29 34
Freg. Minima. (kHz) 16.3+1.4 14.3 +0.59 -
Freq. Maxima (kHz) 38.9+25 2.7+1.6 16.6
Freq. Principal (kHz) 208+14 17.9+0.9 variavel
Autores Barlow & Jones 1997 Barlow & Jones 1997 Russo & Jones 1999

Segundo estes autores, os chamamentos de P. kuhlii sdo mais longos e de frequéncias mais
baixas que os das outras duas espécies, nédo se verificando também sobreposi¢do dos valores
de frequéncia maxima para P. pipistrellus e P. pygmaeus. Estas surgem assim como potenciais
caracteristicas diagnosticantes.

Assim, analisando a distribuicdo das frequéncias minima e maxima dos chamamentos
sociais registados durante este trabalho (Figura 3) verificamos que estes apenas se sobrepdem

aos intervalos referidos para P. pipistrellus. Os valores de frequéncia maxima indicados para P.



pygmaeus e P. kuhlii estdo respectivamente acima e abaixo dos valores obtidos para todas as
vocalizagdes registadas.
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Figura 3. Distribui¢do dos chamamentos sociais registados neste trabalho segundo as suas frequéncias
maxima e minima. A area a sombreado limita o intervalo destas varidveis para P. pipistrellus segundo
Barlow & Jones (1997). A frequéncia méxima referida para P. pygmaeus e P. kuhlii esta respectivamente

acima e abaixo do intervalo apresentado na escala do gréfico (cf. Tabela 3).

Também evidente na Figura 3 é que as varidveis de algumas das vocalizagdes obtidas nao
inserem nos intervalos referidos para as trés espécies. Este facto resulta, provavelmente, das
vocalizagdes descritas por Barlow & Jones (1997) se referirem apenas a individuos detectados
na Gra-Bretanha, e ndo cobrirem deste modo possiveis variagdes geograficas nas vocalizagdes

das espécies na sua area de distribuicao.

Anadlise genética

Dos 19 individuos sequenciados, obtiveram-se sete haplétipos (PPor1-PPor7) distintos por
cinco mutagdes, das quais quatro eram transicbes e uma transversdo. O individuo com o
haplétipo Ppor8 pertencia a espécie P. kuhli.

As arvores filogenéticas obtidas com ambos os métodos de distancia e maxima parcimonia,
agruparam todos os haplétipos de Portugal com as sequéncias de P. pipistrellus do Genebank,
com valores elevados de bootstrap (92% e 100% respectivamente, ver Figuras 4 e 5). Deste
modo, confirma-se inequivocamente a presenca desta espécie em Portugal.

Da comparagdo par a par entre todas as sequéncias, os resultados revelaram, como

esperado (Barrat et al. 1997, Mayer & Helversen 2001a), reduzida divergéncia intra-especifica e



acentuada divergéncia inter-especifica. Na espécie P. pipistrellus,as sequéncias eram idénticas
ou diferiam até 0.02%. Por outro lado, quando comparadas as sequéncias das duas espécies,
estas divergiam em cerca de 10%, reforcando a separagéo clara entre as duas espécies.

No trabalho de Barratt et al. (1997), a Unica amostra portuguesa era de um exemplar de P.
pygmaeus capturado perto de Setubal. Neste trabalho, todos os individuos capturados,

fundamentalmente no Norte do Pais, séo P. pipistrellus.
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Figura 4. Arvore filogenética obtida pelo método neighbour-joining usando o modelo evolutivo Hasegawa-

Kishino-Yano (Hasegawa et al. 1985). Os valores de bootstrap que suportam cada ramo estao indicados.
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Figura 5. Arvore filogenética obtida pelo método parciménia. Os valores de bootstrap que suportam cada

ramo estdo indicados.



Consideracoes Finais

A identificagdo rigorosa das espécies € essencial para o seu estudo e protecgao.

No presente trabalho, a analise do ADN mitocondrial revelou-se um instrumento muito util na
identificacdo de espécies, e permitiu confirmar a presenca em Portugal da espécie P. pipistrellus.

Também a analise dos registos sonoros obtidos revelou fortes indicios da presenca de P.
pipistrellus na regido Norte do Pais. Esta anélise sugere ainda que a espécie P. pygmaeus,
presente na regido Sul, serd uma espécie menos abundante no Norte podendo a situagéo
inversa verificar-se para P. pipistrellus.

Na continuidade deste trabalho, deverdo ser fomentados estudos que permitam definir as
areas de distribuicao e zonas de simpatria das duas espécies no pais, bem como, a situagéo das
suas populagdes.
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