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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

MARGARET MARIA DE OLIVEIRA CORREA

Na Amazonia brasileira estao registradas pelo menos 146 espécies de quirdpteros, muitas delas
importantes hospedeiras de zoonoses. O objetivo deste trabalho foi levantar as principais
espécies de quirépteros consideradas hospedeiras de zoonoses no Brasil, e a partir destes
dados, realizar analises cariotipicas, filogenéticas e filogeograficas para aumentar o
conhecimento sobre os morcegos na regido Amazénica. Os espécimes foram coletados na
regido Amazénica e em outros biomas brasileiros, totalizando 25 localidades. O levantamento
bibliografico mostrou as principais espécies hospedeiras de zoonoses, servindo para direcionar a
maior parte das analises para representantes deste grupo. Das nove familias de Chiroptera
encontradas no Brasil, sete apresentaram espécies envolvidas em zoonoses causadas por
protozoarios, virus, bactérias e fungos, com Phyllostomidae e Molossidae apresentando relacéo
com varias zoonoses. As espécies com maior nimero de casos positivos para agentes
etiolégicos sdo Artibeus lituratus, Desmodus rotundus e Molossus molossus. Analises
citogenéticas com coloragdo convencional de Giemsa, bandeamentos -GTG, -CBG, Ag-RONs e
FISH telomérica foram realizadas em 35 espécies de 12 localidades da Amazodnia brasileira,
ampliando os estudos cariotipicos de quirdpteros nessa regido, ainda pouco estudada sob este
aspecto. Da familia Emballonuridae, apenas uma espécie brasileira havia sido estudada, e da
familia Mormoopidae foi aqui apresentado pela primeira vez o cariétipo de uma espécie coletada
em territério brasileiro. Estes estudos permitiram a descricdo de trés novos cariomorfotipos, um
para Rhinophylla pumilio, um para Cormura brevirostris e um para o género Saccopteryx. Estas
analises corroboraram estudos anteriores mostrando que alguns grupos de quirOpteros sao
bastante conservados cariotipicamente e outros apresentam uma grande variabilidade
cromossdmica. O sequenciamento dos genes mitocondriais citocromo-b (mt-Cytb) e citocromo
oxidase ¢ subunidade | (mt-Col) permitiu estudar as relacdes filogenéticas de espécies dos
géneros Artibeus, Carollia, Phyllostomus e Rhinophylla pumilio (Phyllostomidae) e da espécie
Cormura brevirostris (Emballonuridae). As profundas linhagens mitocondriais intraespecificas
encontradas em C. Brevirostris entre amostras do Brasil/Equador, Guiana/Suriname e Costa
Rica, e a presenca de pelo menos trés cariomorfotipos ocorrendo no Brasil, Colémbia e
Suriname sugerem que este taxon pode ser um complexo de espécies e necessita de estudos
taxon6micos adicionais. As analises com Rhinophylla pumilio confimaram a grande variabilidade
cariotipica ja descrita para a espécie, e as analises filogenéticas, incluindo pela primeira vez
amostras do Brasil, sugerem fortemente que os dois marcadores mitocondriais aqui utilizados
ndo sdo adequados para estas andlises no grupo, pois a evolucdo dos genes mitocondriais
parece ndo acompanhar a rapida evolucao cariotipica da espécie. Esta rdpida evolugcado pode
estar relacionada a alguns fatores ecoldgicos desta espécie, tais como, utilizacdo de uma
pequena area de vida, realizacdo de pequenos vOos para forrageamento e a formacédo de
pequenos grupos sociais. Os estudos com o0s géneros Artibeus e Carollia confirmaram estudos
filogenéticos anteriores e os estudos com o género Phyllostomus mostraram duas linhagens
evolutivas de P. discolor em espécimens do nordeste brasileiro.

Palavras-chave: Morcegos, regido Amazbnica, cariétipo, citocromo b, citocromo oxidase c
subunidade 1 e evolugdo cromossémica.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION/PHD THESIS IN BIODIVERSIDAE E SAUDE

MARGARET MARIA DE OLIVEIRA CORREA

In the Brazilian Amazon, at least 146 species of Chiropterans are known, and many of them are
important zoonoses hosts. The objective of this study was to survey the main species of
Chiropterans that are considered zoonoses hosts in Brazil, and according to this data, to perform
karyotypic, phylogentics and phylogeographic analysis, to increase the knowledge about the bats
in the Amazon region. The specimens were collected in the Amazon region and in other Brazilian
biomes, numbering 25 localities. The literature surveying showed the main species that host
zoonoses directing most of the analysis to representatives of this group. Out of the nine
Chiroptera families found in Brazil, seven presented species that were involved in zoonoses
caused by Protozoa, viruses, bacteria and funghi, with Phyllostomidae and Molossidae
presenting relations with several zoonoses. The species that numbered the most positive cases
for etiologic agents are Artibeus lituratus, Desmodus rotundus and Molossus molossus.
Cytogenetic analysis with Giemsa conventional staining, GTG-, CBG-bands, Ag-NORs and
telomeric FISH were performed in 35 species from 12 different localities in the Brazilian Amazon,
extending the karyotypic studies of Chiropterans in a region that lacks studies from this
perspective. From the Emballonuridae family, only one Brazilian species had been studied, and
the karyotype of a species from the Mormoopidae family collected in Brazilian territory is
presented here for the first time. These studies enabled the description of three new
karyomorphotypes one for Rhinophylla pumilio, one for Cormura brevirostris and one for the
genus Saccopteryx. These analyses corroborate previous studies showing that some Chiropteran
groups are highly karyotypic conserved and others present a large chromosomal variability. The
sequencing of the mitochondrial genes cytochrome b (mt-Cytb) and cytochrome oxydase c
subunit | (mt-Col) made possible the studies of the phylogenetic relationships of species from the
genus Artibeus, Carollia, Phyllostomus and Rhinophylla pumilio(Phyllostomidae) and the species
C. brevirostris (Emballonuridae). The deep lineages found in C. brevirostris among samples from
Brasil/Ecuador, Guyana/Suriname and Costa Rica, and the presence of at least three
karyomorphotypes occurring in Brasil, Colombia and Suriname, suggests that this taxon can be a
species complex and needs additional taxonomic studies. The analysis with R. pumilio confirmed
the large karyotypic variability already described for the species and the phylogenetic analysis,
including Brazilian samples of complete mt-Cytbfor the first time, highly suggest that both of the
mitochondrial markers used herein are not adequate for phylogenetic analysis of this group,
considering its evolution does not seem to follow the rapid species karyotypic evolution. This
rapid evolution can be related to some ecological factors regarding this species, such as, using a
small home range, performing of small flights for foraging and forming small social groups. The
studies with the genus Artibeus and Carollia confirmed previous phylogenetic studies and the
studies with the genus Phyllostomus showed two evolutionary lineages in P. discolor from the
Brazilian northeastern specimens.

Keywords: bats, Amazon region, karyotype, cytochrome b, cytochrome oxydase ¢ subunit 1 and
karyotypic evolution.
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margem esquerda do Rio Padauari, lgarapé Japomeri, (5) Rio Curuduri, Igarapé
Curudurizinho, (6) Rio Araca, lgarapé Jauari, Colocacédo Trés Barracas, (7) margem
esquerda do Rio Araca, lago do Igarapé do Paula, (8) margem direita do Rio Araca,
Igarapé Jauari, Colocacdo Ucuqui e margem direita do Rio Aracd, lgarapé Limao,

Igarapé Bigorna; Santa Isabel do Rio Negro: (9) Rio Preto, margem esquerda do
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Igarapé Malalaha, Igarapé Coata, (10) Rio Preto, margem esquerda do Igarapé
Malalaha, 1garap@ AraUjO...........cooieeiiiii ittt e e e e e e e e e e e e e e e e aeeaeeeees 99
Figura 22 - Caridtipo de Saccopteryx bilineata com 2n=26 e NF=36, fémea
CRB2515, (a) coloracédo convencional, (c) bandeamento CBG, (d) marcacdo de Ag-
RONSs, e macho CRB1784 (b) coloracdo convencional. A seta indica as constricdes
secundérias e as Ag-RONs. XX= par sexaul feminino, XY= par sexual masculino.111
Figura 23 - Cariotipo com coloracdo convencional de Saccopteryx leptura macho
CRB2648 com 2n=28 e NF=38. XY= par sexual masculino.............cccccceseeeeeerrrrrnen. 111
Figura 24 - Cariétipo do Saccopteryx sp. fémea CRB2464 com 2n=44, (a) coloragéo
convencional, (b) bandeamento CBG..........ccooviiiiiiiiiiiiiie e 117
Figura 25 - Cariotipo de Rhynchonycteris naso macho CRB2469 com 2n=22 e
NF=36, (a) coloracdo convencional, (b) marcacdo de Ag-RONSs. As setas indicam as
constricdes secundarias e as Ag-RONs. XY= par sexual masculino....................... 118
Figura 26 - Cariétipos de Desmodus rotundus com 2n=28 e NF=52, da fémea
LBCE6728 (a) coloracdo convencional e (c) bandeamento CBG, e do macho
CRB2106 (b) com coloracdo convencional. XX= par sexual feminino, XY= par sexual
masculino. O traco indica o homologo do 11° par de cromossomos ausente e a seta
indica a CONSLGAO SECUNUANIA. ........uuveeiiieiiiiiiiiiii e 119
Figura 27 - Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo
(estrela azul) e localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos
anteriores (pontos vermelhos), e nesse estudo (ponto verde). Emballonuridae (a)
Saccopteryx bilineata com localidade-tipo no Suriname, (b) Saccopteryx leptura com
localidade-tipo no Suriname, (c) Rhynchonycteris naso com localidade-tipo no Rio
Mucuri, Bahia. Phyllostomidae, Desmodontinae (d) Desmodus rotundus com
localidade-tipo no Paraguay, Asuncién. Distribuicdo de (a e b) baseado em Yancey
et al. (1998a) e Gardner (2008), (c) baseado em Plumpton e Jones (1992) e Gardner
(2008), e (d) baseada em Greenhall et al. (1984) e Gardner (2008). Brasil,
Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro, Para (3) ltupiranga, S&o
Paulo (4) Engenheiro Schmdit, (5) Anhembi, (6) Botucatu, (7) Fernando Prestes (8)
Itapua, (9) Jacupiranga, (10) Mirassol, (11) Pirassununga, (12) Séo José do Rio
Preto, (13) Vale da Ribeira, Rio de Janeiro (14) Itaguai, Pernambuco (15) Sé&o
Lourenco da Mata, (16) Agua Preta, (17) Toritama; Coldémbia, (18) Leticia, (19)

Puerto Lopez, (20) Villavicencio; Suriname, (21) Nickerie, (22) Para, (23) Marowijine;
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Trinidad e Tobago, (24) Blanchisseuse, (25) Las Cuevas, (26) Guayaguayare, (27)
West Indies; México (28) Vera Cruz, (29) Morelos; Venezuela: (30) Guarico.......... 121
Figura 28 - Caridtipo de Chrotopterus auritus macho CRB2657 com 2n=28 e NF=52,
(a) coloracédo convencional, (b) bandeamento CBG, (c) marcacdo de Ag-RONs. As
setas indicam as constricbes secundarias e as Ag-RONs. XY= par sexual
0= o U |1 T SRR 122
Figura 29 - Cariétipo de Lophostoma silviculum com 2n=34 e NF=60, (a) coloracéo
convencional da fémea CRB2536, (b) bandeamento-CBG da fémea CRB2631. XX=
par SeXUal TEMININO..........uiiiiie e e e e e e e e e e e aeaees 123
Figura 30 - Cariétipo de Mimon crenulatum fémea CRB2430 com 2n=32 e NF=60,
(a) coloragao convencional, (b) marcacdo de Ag-RONSs. A seta indica as Ag-RONs e
o detalhe mostra o polimorfismo no quinto par de cromossomos. XX= par sexual
1120011011 o T PP SRRRPRPPP 124
Figura 31 - Cariétipo de Phylloderma stenops fémea CRB2607 com 2n=32 e NF=58,
(a) coloracéo convencional, (b) bandeamento CBG. XX= par sexual feminino....... 125
Figura 32 - Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo
(estrela azul) e localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos
anteriores (pontos pretos), e nesse estudo (pontos vermelhos). Phyllostomidae (a)
Chrotopterus auritus com localidade-tipo no México, (b) Lophostoma silvicolum com
localidade-tipo em Yungas, Bolivia, (c) Mimon crenulatum com localidade-tipo em
Belém, Para, (d) Phylloderma stenops com localidade-tipo em Caiena, Guiana
Francesa. Distribuicbes baseadas em Gardner (2008). Brasil, Amazonas, (1)
Barcelos; (2) Para; (3) Amazonas; (4) Mato Grosso; (5) Pernambuco; S&o Paulo (6)
Sédo José do Rio Preto, (7) Jacupiranga; Peru (8) Loreto; Colébmbia (9) Leticia; (10)
Colémbia; Trinidad e Tobago (11) San Rafael, Las Cuevas, Caura Valley,
Blachisseuse, Suriname (12) Saramacca, (13) Brokopondo, (14) Nickerie, (15)
Bitagron, (16) Commenwijine; (17) Equador; Costa Rica (18) Puntarenas, (19)
[ gTelo] o o [N @S- PSP PPPPRRUPTRRR 126
Figura 33 - Cariotipo de Trachops cirrhosus fémea CRB2620 com 2n=30 e NF=56,
(a) coloracéo convencional, (b) bandeamento CBG, (c) marcacdo de Ag-RONs. As
setas indicam as constricdes secundarias, Ag-RONSs e a heterocromatina constitutiva
no braco curto do cromossomo X. XX= par sexual feminino..............ccccccciceeeenneennn. 127
Figura 34 - Caridtipo de Trinycteris nicefori macho CRB2655 2n=28 e NF=52, com

coloragéo convencional. XY = par sexual masculinO.............cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeen, 128
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Figura 35 - Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo
(estrela azul) e localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos
anteriores (pontos pretos), e nesse estudo (pontos vermelhos). Phyllostomidae (a)
Trinycteris nicefori com localidade-tipo em Cucuta, norte de Santander, Colémbia, (b)
Trachops cirrhosus com localidade-tipo no Para, Brasil. Distribuicbes baseadas em
(a) Rocha et al. (2013) e Gardner (2008), (b) Sousa et al. (2013) e Gardner (2008).
Brasil, Amazonas, (1) Barcelos; Pernambuco (2) Toritama, (3) Rio Formoso;
Suriname (4) Nickerie, (5) Brokopondo, (6) Commenwijine, (7) Trinidad e Tobago,
Trinidad (8) Guaguayare; (9) MEXICO..........uuuuuuuuiiiiiiiiieeee e e e e e e e e e e 128
Figura 36 - Caridtipo de Phyllostomus discolor macho CRB2475 com 2n=32 e
NF=60, com coloragéo convencional. XY = par sexual masculino......................... 129
Figura 37 - Cariétipo de Phyllostomus elongatus com 2n=32 e NF=58, com
coloracdo convencional, (a) fémea CRB2173 e (b) macho CRB2560. XX= par sexual
feminino, XY= par sexaul MasCUlINO...............uuuuiiiiiiieieeeeee e 129
Figura 38 - Cariotipo de Phyllostomus hastatus com 2n=32 e NF=58, (a) fémea
JAO1942 com coloracdo convencional, (b) macho CRB2038 com coloracéo
convencional, fémea JAO1942 (c) com bandeamento CBG, (d) com marcacédo de

Ag-RONSs. XX= par sexual feminino, XY = par sexual masculino. A seta indica as Ag-

Figura 39 — Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo
(estrela azul) e localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos
anteriores (pontos pretos), e nesse estudo (pontos vermelhos). Phyllostomidae (a)
Phyllostomus hastatus com localidade-tipo no Suriname, (b) Phyllostomus elongatus
com localidade-tipo no Rio Branco, Mato Grosso, (c) Phyllostomus discolor com
localidade-tipo no Rio Mucuri, Bahia. Phyllostomidae, Desmodontinae (d) Desmodus
rotundus com localidade-tipo em Cuiaba, Mato Grosso. Distribuicbes baseadas em
Gardner (2008). Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro,
Bahia (3) Itagiba, Minas Gerais (4) Frutal, Sdo Paulo (5) Sdo José do Rio Preto, (6)
Mirassol, (7) Novo Horizonte; Para (8) Peixe-Boi, (9) Belém; (10) Pernambuco; Rio
de Janeiro (11) Itaguai, (12) Colémbia; (13) Trinidad e Tobago; (14) México......... 132
Figura 40 - Topologia de IB do género Phyllostomus com o mt-Cytb. Os numeros
proximos aos nos, a esquerda representam valores de bootstrap > 70 e a direita
representam os valores de probabilidade posterior > 0,70. Clado de P. hastatus em

destaque. Mapa com os pontos de coleta das amostras utilizadas no presente
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trabalho, ponto preto= GenBank, ponto vermelho= sequenciadas no presente
trabalho. Localidade-tipo (estrela azul): Suriname. Brasil, Amazonas, (1) Barcelos,
Roraima (2) Caracarai, Pard, (3) Itupiranga, Tocantins (4) Axix4, Venezuela (5)
Bolivar. AM= Amazonas, PE= Pernambuco, PB= Paraiba, RR= Roraima, TO=
Tocantins, VE= Venezuela. Para identificacdo dos haplotipos (H) veja Tabela 18..138
Figura 41 — Topologia de IB com o mt-Cytb do género Phyllostomus. Os numeros
proximos aos nos, a esquerda representam valores de bootstrap = 70 e a direita
representam os valores de probabilidade posterior = 0,70. clado de P. elongatus em
destaque. Mapa com o0s pontos de coleta das amostras utilizadas no presente
trabalho, ponto preto= GenBank, ponto vermelho= sequenciadas no presente
trabalho. Localidade-tipo (estrela azul): Rio Branco, Mato Grosso, Brasil. Brasil,
Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro, Venezuela (3) Bolivar. AM=
Amazonas, PE= Pernambuco, PB= Paraiba, RR= Roraima, TO= Tocantins, VE=
Venezuela. Para identificacdo dos haplotipos (H) veja Tabela 18...............cceeeeee... 139
Figura 42 - Topologia de IB com o mt-Cytb do género Phyllostomus. Os nimeros
préximos aos nds, a esquerda representam valores de bootstrap = 70 e a direita
representam os valores de probabilidade posterior = 0,70. Clado de P. discolor em
destaque. Mapa com a distribuicéo (cinza claro) e os pontos de coleta das amostras
de P. discolor estudadas com o mt-Cytb. Pontos vermelhos= amostras sequenciadas
no presente trabalho, estrela azul= localidade-tipo: Cuiaba, Mato Grosso, Brasil.
Paraiba, (1) Araruna, (2) Parque Estadual Mata do Pau Ferro, (3) Jodo Pessoa,
Pernambuco, (4) Ipojuca, (5) Aldeia. AM= Amazonas, PE= Pernambuco, PB=
Paraiba, RR= Roraima, TO= Tocantins, VE= Venezuela. Para identificacdo dos
haplétipos (H) veja Tabela 18............uuuuiiiiiiiiiiiie e 140
Figura 43 - Rede de haplétipos de Phyllostomus discolor com mt-Cytb. Os circulos
correspondem aos haplétipos, e os tridangulos pretos indicam vetores médios.
Numeros proximos as linhas indicam o nimero de substituicbes nucleotidicas. Para
identificacdo dos haplétipos (H) veja Tabela 18..........ooovvvviveeiiiiiiiiiiiieeeeiee 141
Figura 44 - Cariotipo de Carollia perspicillata, fémeas com 2n=20 e NF=36, machos
com 2n=21 e NF=36, coloracdo convencional (a) fémea JAO1937 e (b) macho
CRB2179, bandeamento CBG (c) fémea CRB2854 e (d) macho CRB2179, (e)
macho CRB2868, com marcacdo de Ag-RONSs. As setas indicam as constricbes
secundarias e as Ag-RONs. XX= par sexual feminino, XY1Y2 = par sexual masculino

(sistema sexual MUIIPIO). ... ..uuuueieiiiiiiieii e 143



Figura 45 - Caribétipo de Carollia brevicauda macho, com 2n=21 e NF=36, (a)
CRB2016 com coloragao convencional, (b) CRB2474 com bandeamento- CBG, (c)
CRB2492 com marcacOes de Ag-RONs, (d) CRB2474 com FISH de sondas
teloméricas. A seta indica as constricdes secundarias. XY1Y, = par sexual masculino
(sistema sexual MUILIPIO)........ccooeiiieeiee e e e 145
Figura 46 - Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo
(estrela azul) e localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos
anteriores (pontos pretos), e nesse estudo (pontos vermelhos). Phyllostomidae (a)
Carollia brevicauda com localidade-tipo no Rio Jucu, Fazenda Coroaba, Rio de
Janeiro, Brasil, (b) Carollia perspicillata com localidade-tipo no Suriname,
Distribuicdo baseada em (a) Gardner (2008), (b) Clutier e Thomas (1992) e Gardner
(2008), Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro, Para (3)
ltupiranga, (4) Belém, Pernambuco (5) lgaracu; (6) Bahia, (7) Rio de Janeiro; S&o
Paulo (8) S&o Sebastido, (9) Botucatu; (10) Venezuela; Costa Rica (11) Guanacaste,
(12) Heredia, (13) Trinidad e Tobago; Colémbia (14) Restrepo, (15) Leticia; México
(16) TUXIA, (17) VEIA CrUZ....uuuiii e i e e ettt e e e e e e e e e e e e e e aaaaes 147
Figura 47 - Topologia de MV com o mt-Cytb de Carollia. Os nimeros proximos aos
nés a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam valores
de probabilidade posterior = 0,70. Clado de C. brevicauda em destaque, com 0s
haplétipos de amostras obtidas no presente trabalho em letra vermelha. Mapa com
0s pontos de coleta das amostras de sequéncias utilizadas no presente trabalho.
Brasil, Barcelos (1) Rio Padauari (Igarapé Japomeri) e Rio Aracé (Igarapé Bigorna),
Santa Isabel do Rio Negro (2) Rio Preto (Igarapé Coata), Mato Grosso (3) Aripuang;
Bolivia (4) Santa Cruz; Peru (5) San Martin, (6) Madre de Dios, (7) Cusco, (8) Loreto;
Equador (9) Napo, (10) Esmeraldas, (11) Orellana; Panama (12) P.N. Altos de
Campana, (13) Darien Venezuela (14) Barinas, (15) Bolivar; Guiana (16) Barima-
Waini, (17) Upper Takutu-Upper Essequibo, (18) Upper Demerara-Berbice, (19)
Potaro-Siparuni, (20) Demerara-Mahaica; Suriname (21) Saramacca, (22) Sipaliwini,

(23) Nickerie, (24) Brokopondo. Para identificacdo dos haplétipos (H) veja Tabelas
Figura 48 - Rede de haplotipos de Carollia brevicauda com mt-Cytb. Os circulos

correspondem aos haplétipos, e os triangulos pretos indicam vetores médios.

Numeros dentro dos circulos correspondem aos numeros dos haplétipos e os
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nameros proximos as linhas indicam o niumero de substituicbes nucleotidicas. Para
identificacdo dos haplétipos (H) veja Tabela 22.........ovvvvvviiieeiiiiiiiiicciiiieeeeeee 156
Figura 49 — Topologia de MV com o mt-Cytb de Carollia. Os numeros proximos aos
nos a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam valores
de probabilidade posterior = 0,70. Clado 1 de C. perspicillata em destaque, com 0s
haplétipos de amostras obtidas no presente trabalho em vermelho. Mapa com os
pontos de coleta das amostras de sequéncias utilizadas no presente trabalho. Brasil,
Rio de Janeiro (1) Petropolis, (2) Mangaratiba; Sdo Paulo (3) Pedreira, (4)
Salesopolis, (5) Mogi das Cruzes, (6) Embuguacu, (7) Ribeirdo Grande, (8) llha Bela;
Espirito Santo (9) Cariacica, (10) Aracruz, (11) Aguia Branca, (12) Linhares; Minas
Gerais (13) Unai, (14) Marliéria, (15) Santa Béarbara, (16) Caratinga. Para
identificacdo dos haplétipos (H) veja Tabela 21............ccoooooiiiiiiii e, 157
Figura 50 - Topologia de MV com o mt-Cytb de Carollia. Os nimeros proximos aos
nés a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam valores
de probabilidade posterior = 0,70. Clado 2A de C. perspicillata em destaque, com os
haplétipos de amostras obtidas no presente trabalho em vermelho. Mapa com os
pontos de coleta das amostras de sequéncias utilizadas no presente trabalho. Brasil,
Amazonas (1) Barcelos Km 10 da Estrada Barcelos- Caurés, (2) Barcelos Rio Araca,
(3) Santa Isabel do Rio Negro; Para (4) ltupiranga, Bahia (5) Cocos; Sédo Paulo (6)
Pedreira; Suriname (7) Nickerie; Equador (8) Esmeraldas; México (9) Campeche,
(10) Quintana Roo, (11) Tulum, (12) Chiapas; Guatemala (13) El Peten. Para
identificagdo dos haplotipos (H) veja Tabela 21..........ccccveeeeieiiiiiieee e 158
Figura 51 - Topologia de MV com o mt-Cytb de Carollia. Os numeros préximos aos
nos a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam valores
de probabilidade posterior =2 0,70. Clado 2B de C. perspicillata em destaque, com os
haplétipos de amostras obtidas no presente trabalho em vermelho. Mapa com os
pontos de coleta das amostras de sequéncias utilizadas no presente trabalho. Brasil,
Amazonas (1) Barcelos, km 10 da Estrada Barcelos-Caurés, (2) Santa Isabel do Rio
Negro; Goids (3) Cavalcanti; Maranhdo (4) Candido Mendes, Mato Grosso(5)
Aripuana; Pernambuco (6) Brejo Madre de Deus; Sao Paulo (7) Jundiai; Minas
Gerais (8) Itacarambi; Guiana (9) Berbice District, (10) Northwest District; Peru (11)
Moyobamba; Equador (12) Napo. Para identificacdo dos haplétipos (H) veja Tabela
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Figura 52 - Topologia de MV com o mt-Cytb de Carollia. Os numeros proximos aos
nés a esquerda representam valores de aLRT 20,70 e a direita representam valores
de probabilidade posterior 20,70. Clado 2C de C. perspicillata em destaque, com as
amostras obtidas no presente trabalho em vermelho. Mapa com os pontos de coleta
das amostras utilizadas no presente trabalho, ponto preto= GenBank, ponto
vermelho= sequenciadas no presente trabalho. Brasil, Amazonas (1) Barcelos, (2)
Santa Isabel do Rio Negro; Maranhédo (3) Sao Luis, (4) Candido Mendes; Para (5)
Abaetetuba, (6) Itupiranga; Pernambuco (7) Bezerros, (8) Olinda, (9) Tamandaré,;
Amapa, (10) Anacui; Paraiba (11) Areia; Mato Grosso (12) Aripuand; Minas Gerais
(13) Itacarambi; Bahia (14) Cocos; Goias (15) Cavalcanti; Rio Grande do Norte (16)
Baia Formosa; Sergipe (17) Santo Amaro das Brotas; Rio de Jnaeiro (18) Petropolis,
(19) Mangaratiba; Espirito Santo (20) Aguia Branca; Peru (21) San Martin, (22)
Cuzco; Venezuela (23) Barinas; Guiana (25) Berbice; Equador (26) Napo. Clado 2C
de C. perspicillata com os haplétipos de amostras obtidas no presente trabalho em
vermelho.Para identificagdo dos haplotipos (H) veja Tabela 21.............ccccceeeenneeee. 160
Figura 53 - Topologia de MV com o mt-Col de Carollia. Os niumeros proximos aos
nos representam valores de bootstrap = 70. AM= estado do Amazonas, BA= Bahia,
GO= Goiéas, SP= Séao Paulo, BR= Brasil, BZ= Belize, CR= Costa Rica, EC= Equador,
GY= Guiana, MX= México, NI= Nicardgua, PA= Panama, SR= Suriname, VE=
VENEZUEIA. ...ttt e e e e e e e 165
Figura 54 - Topologia de IB com o mt-Col de Carollia. Os nimeros proximos aos
nés representam valores de probabilidade posterior =2 0,70. AM= estado do
Amazonas, BA= Bahia, GO= Goias, SP= S&o Paulo, BR= Brasil, BZ= Belize, CR=
Costa Rica, EC= Equador, GY= Guiana, MX= México, NI= Nicaragua, PA= Panama,
SR= Suriname, VE= VEeNEZUEIA.............coooiiiiiiiiiiiiiiiieee e 166
Figura 55 - Cariétipo de Ametrida centurio macho CRB2145 com 2n=31 e NF=56,
com coloragdo convencional. XX= par sexual feminino, XY;Y,= par sexual
MASCUINO......ce e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeees 167
Figura 56 - Carittipo de Chiroderma trinitatum fémea CRB2427 (a) com coloracao
convencional, (b) com bandeamento CBG, com 2n=26 e NF=48. X= cromossomo
ST (U = 168
Figura 57 - Caridtipo de Dermanura cinerea com 2n=30 e NF=56, com coloragéo
convencional, (a) fémea CRB2107 e (b) macho CRB2128. XX= par sexual feminino,

XY = par sexual MasCUlINO..........coooiiiii i 168



Figura 58 - Carittipo de Dermanura gnoma macho CRB2060 com 2n=30, NF=56,
coloragéo convencional. XY = par sexual masculino.............ccccccciiriiiiiiiiiiiieeeeeeennn 169
Figura 59 — Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo
(estrela azul) e localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos
anteriores (pontos pretos), e nesse estudo (pontos vermelhos). Stenodermatinae (a)
Ametrida centurio com localidade-tipo em Belém, Para, (b) Chiroderma trinitatum
com localidade-tipo em Cumaca, Trinidad, Trinidad e Tobago, (c) Dermanura
cinereacom localidade-tipo em Belém, Para, (d) Dermanura gnoma com localidade-
tipo em El Manaco, Bolivar, Venezuela. Distribuicdes baseadas em Gardner (2008).
Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro; (3) Pernambuco; (4)
TrNIAAd € TODAGO. .....ciii e e e e e e e e e e e e 170
Figura 60 - Caridtipo de Uroderma bilobatum fémea CRB2640 com 2n=42 e NF=50,
(a) coloracéo convencional, (b) bandeamento-CBG. XX = par sexual feminine......169
Figura 61 - Carittipo de Vampyriscus bidens fémea JAO1988 com 2n=26 e NF=48,
(a) coloracéo convencional, (b) bandeamento-CBG. XX = par sexual feminino......172
Figura 62 — Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo
(estrela azul) e localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos
anteriores (pontos pretos), e nesse estudo (pontos vermelhos). Stenodermatinae (a)
Uroderma bilobatum com localidade-tipo em Sao Paulo, Brasil, (b) Vampyriscus
bidens com localidade-tipo em Santa Cruz, Loreto, Peru. Distribuicdo baseada em
(a) Baker e Clark (1987) e Gardner (2008), (b) Lee et al. (2001). Brasil, Amazonas,
(1) Barcelos, Roraima (2) Caracarai; Para (3) Belém; Peru (4) Loreto; Suriname (5)
Brokopondo; (6) e (7) Guatemala; (8) e (9) Honduras; (10) El Salvador; (11) e (12)
Nicaragua; (13) e (14) Costa Rica; (15) Panam4, (16) Colémbia; (17) Equador; (18)
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Figura 63 - Caridtipo de Artibeus lituratus fémeas com 2n=30 e NF=56, machos com
2n=31 e NF=56, com coloracdo convencional (a) fémea CRB2650 e (b) macho
CRB2606, macho JAO1932 (c) bandeamento CBG, (d) marcacdes de Ag-RONSs. As
setas indicam as Ag-RONs. XX= par sexual feminino, XY;Y,= par sexual
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Figura 64 - Metafases de Artibeus lituratus macho JAO1932 com coloracdo de
nitrato de prata, (a) trés marcacoes e (b) cinco marcacdes de Ag-RONs............... 175
Figura 65 - Caridtipo de Artibeus obscurus, fémeas com 2n=30 e NF=56, machos

com 2n=31 e NF=56, com coloracdo convencional (a) fémea CRB2659 e (b) macho
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CRB2526, (c) macho CRB2865 com bandeamento-GTG, (d) macho CRB2652 com
bandeamento CBG, (e) fémea CRB2020 com coloracdo DA/DAPI. XX= par sexual
feminino, XYi1Y,= par sexual masculino. As setas indicam as bandas
heteroCromatiCas adiCIONAUS. .........cuuiiieieeiiiii e 176
Figura 66 - Caridtipo de Artibeus planirostris com 2n=30 e NF=56, fémeas (a)
CRB1468 com coloragdo convencional, CRB1469 (b) com bandeamento-CBG (c)
com marcagdo de Ag-RONs. XX= par sexual feminino..............cceeeeviiiiiiiciinnnnnn 177
Figura 67 — Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo
(estrela azul) e localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos
anteriores (pontos pretos), e nesse estudo (pontos vermelhos). Stenodermatinae (a)
Artibeus lituratus com localidade-tipo em Asuncion, Paraguai, (b) Artibeus planirostris
com localidade-tipo em Salvador, Bahia, (c) Artibeus obscurus com localidade-tipo
no Rio Peruhype, Villa Vigosa, Brasil. Distribuicdo baseada em (a) Gardner (2008) e
Reis et al. (2013), (b) Hollis (2005, (c) ) Gardner (2008). Brasil, Amazonas, (1)
Barcelos, Roraima (2) Caracarai; Para (3) Belém; Pernambuco (4) Caruaru, (5) Séo
Lourenco da Mata, (6) Pernambuco, (7) Igaracu; S&o Paulo (8) Sdo José do Rio
Preto, (9) Botucatu, (11) Campinas, (12) Neves Paulista, (13) Guapiacu, (14)
Araraquara; (15) Rio Grande do Sul; (16) Coldmbia; México (17) Morelos; (18) Vera
Cruz; (19) Chiapas; (20) Trinidad € ToDagO.........ccuveviiiiiiiiiiiii 181
Figura 68 - Topologia de MV de Artibeus com o mt-Cytb. Os nimeros préximos aos
nos, a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam valores
de probabilidade posterior = 0,70. Clado de A. planirostris em destaque. Estados
brasileiros (BR): Acre (AC), Amazonas (AM), Bahia, (BA), Minas Gerais (MG),
Maranhdo (MA), Para (PA), Paraiba (PB), Pernambuco (PE), Piaui (Pl). BO=
Bolévia, GY= Guiana, GF= Guiana Francesa, PE= Peru, PY= Paraguai, SR=
Suriname e VE= Venezuela. Para identificacdo dos haplétipos veja Tabela 26......188
Figura 69 - Topologia de MV de Artibeus com o mt-Cytb. Os nimeros proximos aos
nos, a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam valores
de probabilidade posterior = 0,70. Clado de A. obscurus em destaque. Estados
brasileiros (BR): Amazonas (AM), Bahia, (BA), Espirito Santo (ES), Minas Gerais
(MG), Mato Grosso (MT), Paraiba (PB), Pernambuco (PE), Rio de Janeiro (RJ), Sao
Paulo, (SP). BZ= Belize, CR= Costa Rica, EC= Equador, GT= Guatemala, GY=
Guiana, MX= México, SR= Suriname e VE= Venezuela. Para identificacdo dos

haplotipos veja Tabela 26............uuuiiiiiiiiiiiiiie e 189



Figura 70 - Topologia de MV de Artibeus com o mt-Cytb. Os niameros préximos aos
nés, a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam valores
de probabilidade posterior = 0,70. Clado de A. lituratus em destaque. Estados
brasileiros (BR): Acre, (AC), Amazonas (AM), Bahia, (BA), Espirito Santo (ES),
Maranhdo (MA), Minas Gerais (MG), Mato Grosso (MT), Para (PA), Paraiba (PB),
Pernambuco (PE), Piaui (PI), Rio de Janeiro (RJ), Santa Catarina (SC), Sao Paulo,
(SP). BZ= Belize, CR= Costa Rica, EC= Equador, HN= Honduras, GT= Guatemala,
GY= Guiana, MX= México, SR= Suriname, TT= Trinidad e Tobago, VC= Saint
Vincent e Granadinas e VE= Venezuela. Para identificacdo dos haplotipos veja
TADCIA 26... e aas 190
Figura 71 - Topologia de MV de Artibeus com o mt-Cytb. Os nimeros proximos aos
nos, a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam valores
de probabilidade posterior = 0,70. Clado de A. fimbriatus em destaque. Estados
brasileiros (BR): Acre, (AC), Amazonas (AM), Bahia, (BA), Espirito Santo (ES),
Maranhdo (MA), Minas Gerais (MG), Mato Grosso (MT), Para (PA), Paraiba (PB),
Pernambuco (PE), Piaui (PI), Rio de Janeiro (RJ), Santa Catarina (SC), Sdo Paulo,
(SP). BZ= Belize, CR= Costa Rica, EC= Equador, HN= Honduras, GT= Guatemala,
GY= Guiana, MX= México, SR= Suriname, TT= Trinidad e Tobago, VC= Saint
Vincent e Granadinas e VE= Venezuela. Para identificacdo dos haplétipos veja
TADEIA 26.......eeeeeeieeiieie et aaa e 191
Figura 72 - Topologia de MV de Artibeus com o mt-Col. Os numeros acima dos nés
representam valores de bootstrap = 70. Estados brasileiros (BR): Amazonas (AM),
Bahia, (BA), Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG), Mato Grosso (MT), Paraiba
(PB), Pernambuco (PE), Rio de Janeiro (RJ), Sdo Paulo, (SP). BZ= Belize, CR=
Costa Rica, EC= Equador, GT= Guatemala, GY= Guiana, MX= México, SR=
Suriname e VE= Venezuela. Para identificacdo dos haplétipos veja Tabela 27....196

Figura 73 - Topologia de MV de Artibeus com o mt-Col. Os nimeros acima dos nés
representam valores de bootstrap = 70. Estados brasileiros (BR): Amazonas (AM),
Bahia, (BA), Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG), Mato Grosso (MT), Paraiba
(PB), Pernambuco (PE), Rio de Janeiro (RJ), Sdo Paulo, (SP). BZ= Belize, CR=
Costa Rica, EC= Equador, GT= Guatemala, GY= Guiana, MX= México, SR=

Suriname e VE= Venezuela. Para identificacdo dos haplétipos veja Tabela 27......198
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Figura 74 - Caridtipo de Pteronotus parnelli macho CRB2172 com 2n=38 e NF=60,
(a) coloracao convencional, (b) coloracédo de nitrato de prata (Ag-RONSs). XY= par
SeXUAl MASCUINNO.......coo et e e e e e e eeeranennnnnans 200
Figura 75 - Cariotipo de Noctilio albiventris com 2n=34 e NF=62 com coloragéo
convencional (a) fémea JAO1946 e (b) macho CRB2618, (c) macho JAO2299 com
bandeamento CBG, fémeas (d) JAO 1931 com coloracdo de nitrato de prata (Ag-
RONSs) e (e) CRB2610 com FISH de sondas teloméricas, (f) macho CRB2621 com
FISH de sondas teloméricas. XX= par sexual feminino, XY= par sexual
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Figura 76 - Caridtipo de Noctilio leporinus 2n=34 e NF=62 com coloracao
convencional (a) ffmea CRB2595 e (b) macho CRB2605, fémea CRB2601 (c) com
bandeamento CBG e (d) com marcacdo de Ag-RONSs, (e) fémea CRB2613 com
FISH de sondas teloméricas. XX= par sexual feminino, XY= par sexual
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Figura 77 - Mapa com a distribuicAo geografica em cinza claro, localidade-tipo
(estrela azul) e localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos
anteriores (pontos pretos), e nesse estudo (pontos vermelhos). Noctilionidae (a)
Noctilio albiventris com localidade-tipo no Rio Sao Francisco, Bahia, (b) Noctilio
leporinus com localidade-tipo no Suriname, (c) Pteronotus parnelli com localidade-
tipo na Jamaica. Distribuicdo baseada em (a) Hood e Pitochelli (1983) e Gardner
(2008), (b) Hood e Jones (1984) e Gardner (2017), (c) Herd (1983) e Gardner
(2008). Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro; Roraima (3)
Caracarai, Mato Grosso (4) Bardo de Melgaco, Séo Paulo (5), (6) Anhembi, (7) Séo
José do Rio Preto, (8) Pernambuco, Trinidad e Tobago (9); (10) Suriname; (11) Porto
Rico; Honduras (12) Nacaome; México (13) Chiapas, (14) Guerrero, (15) Sinaloa,
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Figura 78 - Caridtipo de Cynomops planirostris com 2n=34 e NF=60, (a) fémea
JAO1948 com coloracao convencional, macho JAO1947(b) coloragdo convencional,
(c) bandeamento CBG, (d) FISH de sonda telomérica. XX= par sexual feminino, XY
= par SeXUAI MASCUIINO........uuuiiiiiiiiiiiiii e 209
Figura 79 - Cari6tipo de Eumops hansae macho CRB2410 com 2n=48 e NF=58, (a)
coloragdo convencional, (b) FISH de sonda telomérica. XY= par sexual

(10 F= 1To 0] [ (o TR 210

XXV



Figura 80 - Caridtipo de Eumops perotis fémea CRB2411 com 2n=48 e NF=58, com
colorag&o convencional. XX= par sexual feminino..........ccccccceveiiiiiiiiiiiiiiice 211
Figura 81 - Cariotipo de Molossus molossus com 2n=48 e NF=64 com coloracao
convencional, (a) fémea CRB2028 e (b) macho CRB2030, macho JAO1949 (c)
bandeamento CBG, (d) marcacdo de Ag-RONs. XX= par sexual feminino, XY= par
SeXUAl MASCUINNO.......coo i e e e e e e e e e e e e eeeeereaennnnnan 212
Figura 82 - Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo
(estrela azul) e localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos
anteriores (pontos pretos), e nesse estudo (pontos vermelhos). Molossidae (a)
Cynomops planirostris em Caiene, Guiana Francesa, (b) Eumops hansae com
localidade-tipo na Colénia Hansa (Corupd), Santa Catarina, Brasil, (c) Eumops
perotis com localidade-tipo em Campos dos Goitacazes, Rio de Janeiro, Brasil, (d)
Molossus molossus com localidade-tipo em France, Martinica, Pequenas Antilhas.
Distribuicdo baseada em (a) Gardner (2008), (b) Best et al. (2001), (c) Best et al.
(1996), (d) Gardner (2008) e Reis et al.(2013). Brasil, Amazonas, (1) Barcelos;
Roraima (2) Caracarai; Pernambuco (3) Rio Formoso, (4) Agua Preta, (5)
Camaragibe, (6) Itamaraca; Rio de Janeiro (7) Itaguai; Sao Paulo (8) Itating, (9) Sao
Paulo; (10) Rio Grande do Sul; (11) Trinidad e Tobago; Colémbia (12) Tolima, (13)
Restrepo, (14) Puerto Lopez; (15) Porto Rico; Peru (16) Huanaco, (17) Loreto, (18)
Ayacucho; Nicaragua (19) RIVAS.........cooviiiiiiiiiiiieie e 215
Figura 83 — Carittipo de Myotis albescens fémea CRB2116 com 2n=44, NF=52, com
coloragéo convencional. XX= par sexual feminino..........ccccccceeiiiiiiiiiiiiiisii 216
Figura 84 - Cariotipo de Myaotis riparius fémea CRB2151 com 2n=44 e NF=52, com
coloracdo convencional. XX= cromossomo SeXual X.........cccceeiiieeeieeeieeeeiieeeeieeniinnnns 216
Figura 85 - Cari6tipo de Myotis sp. com 2n=44 e NF=52, macho CRB2118, com
colorag&o convencional. XY= par sexual masculiNO...............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeenn 217
Figura 86 - Mapa com a distribuicAo geografica em cinza claro, localidade-tipo
(estrela azul) e localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos
anteriores (pontos vermelhos), e nesse estudo (pontos verdes). Vespertilionidae (a)
Myotis albescens com localidade-tipo em Paraguai, Paraguari, Yaguaron, baseado
em Braun et al.,2008, (b) Myotis riparius com localidade-tipo no Rio Puero, Villa
Tacarcuna, Darien, Panama, Baseado em Gardner (2008). Brasil, Amazonas, (1)

Barcelos, Colémbia (2) Leticia, Peru (3) HUANACO...............ooovrrriiiiiiiiiiie e 218
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1 INTRODUCAO

Este trabalho foi dividido em quatro capitulos, cada um deles com sua propria
introducdo, material e métodos, resultados e discussdo. Aqui é feita uma introducéo
geral aos assuntos tratados nestes quatro capitulos.

A diversidade dos mamiferos € muito grande, com grupos muito variados e
apresentando muitas adaptacdes morfolégicas, o que se reflete no ndmero de
ordens dentro da classe Mammalia. Dentro dessa classe, a ordem Chiroptera se
destaca por apresentar caracteristicas marcantes que a distingue dos demais
mamiferos, a mais importante delas é a capacidade de voar. A presenca de asas
formadas por uma membrana com duas camadas de pele unindo o corpo e 0s
digitos da mao (patagio), além de uma série de modificacdes no esqueleto, permite
que os individuos desta ordem possam voar verdadeiramente (Eisenberg e Redford,
2001; Neuweiler, 2000). Os quirépteros sdo importantes em estudos
epidemioldgicos, pois muitas espécies sao reservatorios naturais de agentes
infecciosos que causam varias doencas ao homem, como a raiva e a histoplasmose
(Reis et al., 2007a; Kotait et al., 2009; Hoff e Bigler,1981). Além destas doencas, 0s
morcegos estdo associados a zoonoses causadas por varios tipos de agentes
etiolégicos como protozodrios, virus, bactérias e fungos (Ministério da Saude, 1998;
Corréa et al.,, 2013). Sdo muitas as informacBes a respeito das espécies mais
frequentemente infectadas por estes agentes, entretanto, ndo ha na literatura uma

revisdo que reuna os dados de espécies relacionadas aos varios tipos de agentes e

as localidades mais afetadas no Brasil.



1.1 Ordem Chiroptera Blumenbach, 1779

A ordem Chiroptera é um grupo muito diversificado e bem sucedido dentre os
mamiferos, ocupando o segundo lugar em numero de espécies depois da ordem
Rodentia. Os quir6pteros possuem atualmente 20 familias, 202 géneros e cerca de
1200 espécies, representando aproximadamente 25% de todos os mamiferos
(Simmons, 2005; Gardner, 2008a). Dados morfolégicos e genéticos confirmam o
monofiletismo da ordem (Simmons, 1994; Van Den Bussche et al., 1998; Teeling et
al., 2005), entretanto, a filogenia dentro do grupo ainda ndo estd bem definida
(Teeling et al., 2005; Agnarsson et al., 2011). Neste trabalho a classificacdo adotada
sera a de Teeling et al, (2005) que divide a ordem em duas subordens,
Yinpterochiroptera que inclui as familias Pteropodidae, Rhinolophidae,
Rhinopomatidae, Craseonycteridae e Megadermatidae, e Yangochiroptera incluindo
as superfamilias Emballonuroidea, Noctilionoidea e Vespertillionoidae.

No Brasil ocorrem apenas representantes da subordem Yangochiroptera, com
nove familias, 68 géneros e cerca de 180 espécies ocupando todos os dominios
morfoclimaticos brasileiros e areas urbanas (Dias et al., 2013; Reis et al., 2013a;
Nogueira et al., 2014). A maioria dos Yangochiroptera é insetivora, mas a
diversificacdo da dieta faz com que apresentem grande importancia biolégica no
controle populacional de insetos, na dispersdo de sementes e na polinizacdo de
plantas, sendo essenciais para a manutencdo de varios ecossistemas (Koopman,
1994; Reis et al.,, 2007a). Devido sua grande importancia e peculiaridades, os
morcegos despertam muita curiosidade, e aspectos de sua anatomia, ecologia,
fisiologia, evolugdo, sistemética e taxonomia, sdo muito estudados. Neste trabalho

foram estudados aspectos da citotaxonomia e relacbes filogenéticas inter- e



intraespecificas de algumas espécies de quirépteros, com énfase nas espécies

potenciais hospedeiras de zoonoses da Amazonia brasileira.

1.2 Citotaxonomia

A citotaxonomia surgiu da possibilidade de utilizar a citogenética como
ferramenta para auxiliar na taxonomia e se baseia nas carateristicas cariologicas
como numero e morfologia cromossdmicas, além da composicdo e localizacdo dos
componentes estruturais destes cromossomos (Benazzi, 1973). A citogenética teve
seu desenvolvimento acompanhado pelo surgimento de técnicas que permitiram a
observacdo segura do numero e da forma dos cromossomos, monstrando a grande
diversidade de caribtipos existentes dentro e entre individuos, populacdes, espécies
e tAxons mais elevados (Makino, 1948; Baker, 1979; Zima, 2000; Stoll, 2013). Com a
utilizacdo dos bandeamentos cromossémicos, como a coloracdo transversal com
digestdo de tripsina (bandeamento-GTG), a visualizacdo da heterocromatina
constitutiva com o tratamento com hidréxido de bario, ambas seguidas de coloragéo
com Giemsa (bandeamento-CBG), e das regifes organizadoras de nucléolos por
coloracdo com o nitrato de prata (Ag-RONSs), permitiram comparacdes entre
espécies na busca de homologias e entendimento da estrutura e composicdo dos
cromossomos (Patton e Baker, 1978; Baker e Bickham, 1980; Baker et al., 1987;
Saitoh e Laemmli, 1994). Posteriormente, os fluorocromos base-especificos e
endonuclases de restricao, permitiram uma melhor identificagdo dos cromossomos
homologos. Mais recentemente, a hibridizacdo in situ pdde localizar sequéncias
especificas de ADN com sondas de &cidos nucléicos, permitindo uma grande
precisdo na identificacdo de regies dos cromossomos, como centrédmero, telébmero

e genes ribossémicos (Yonenaga-Yassuda, 2004). Nos ultimos anos, com a pintura
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cromossOmica utilizando sondas de cromossomos inteiros, foi possivel realizar
comparagdes entre espécies mais distantes buscando cariétipos ancestrais e
aumentando as perspectivas no entendimento da evolugdo dos vertebrados em
geral (Graphodatsky et al., 2011; Stoll, 2013).

O cari6tipo € um caréater definido e constante ao lado de caracteristicas
morfoldgicas, e ao sofrer alteracfes, pode auxiliar no esclarecimento das relacdes
filogenéticas (Sola et al., 1981). As alteracGes cariotipicas podem ocorrer por
rearranjos cromossémicos em um grupo de individuos, e esses rearranjos podem
formar uma barreira para o fluxo génico com outro grupo que nao tenha sofrido a
mesma alteragéo, estando correlacionados com a especiacao e evolucéo divergente
nas diferentes linhagens (Zima, 2000). Alguns rearranjos tém um papel mais
significativo no processo de especiacéo, ou seja, sdo mais efetivos do que outros em
reduzir a fertilidade do heterozigoto devido a dificuldades causadas durante a
meiose na producdo de gametas balanceados. Os rearranjos mais importantes
nesse processo sao as fusdes em tandem, translocagdes Robertsonianas ou
reciprocas, enquanto alguns rearranjos podem ser neutros, como no caso de adi¢ao
ou delecdo de heterocromatina (Gibson, 1984; King, 1994). Entretanto, o que se
observa é que as razbes que levam a esterilidade sdo complexas e qualquer
rearranjo cromossomico tem potencial de gerar inviabilidade ou diminuir a fertilidade
dos hibridos, causando com isso um processo de cladogénese. Por isso, algumas
populacdes que diferem por um determinado rearranjo cromossémico continuam
cruzando enquanto outras ndo (King, 1994).

Estudos citogenéticos classicos e moleculares tém contribuido muito para o
entendimento da evolucao e sistematica de quirépteros (Baker, 1970; Baker, 1979;
Souza e Araujo, 1990; Volleth et al., 2002; Barros et al., 2009; Pieczarcka et al.,

2013; Sotero-Caio et al., 2013; Ribas et al., 2015). Os primeiros estudos com
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bandeamentos-GTG em espécies de Phyllostomidae, Noctilionidae e Mormoopidae
mostraram padrbes de bandas-G muito similares e que a principal estratégia
evolutiva nesses grupos é a redugcdo cromossdmica por fusbes Robertsonianas
(Patton e Baker, 1978; Baker a Bickham, 1980). Apesar dessa aparente
conservagao cariotipica no grupo, andlises das taxas de evolugdo cromossémica
com bandas-GTG e-CBG em varias espécies de Chiroptera mostraram que esses
taxons sdo muito varidveis, com espécies mostrando pouca evolugdo cromossdmica
em relacdo ao cariotipo ancestral definido para o grupo e outras com altas taxas de
evolugcdo, com a ocorréncia de muitos rearranjos em um curto espaco de tempo,
chamado de megaevolucéo cariotipica (Baker e Patton, 1967; Baker, 1967; Baker et
al., 1972; Patton e Baker, 1978; Baker e Bickham, 1980; Zima, 2000; Sotero-Caio et
al., 2013; Ribas et al., 2015).

Alguns fatores parecem estar relacionados a taxa de evolugdo cromossémica
de um grupo, tais como: tamanho da populacdo, vagilidade, estrutura social,
ambiente fragmentado e territorialismo (Bush et al., 1977). Entretanto, 0s morcegos
devido a sua alta vagilidade, deveriam apresentar baixas taxas de especiacao,
evolucao cariotipica e morfolégica. Aparentemente, outros fatores parecem atuar no
caso de taxons com alta variablidade e, levando-se também em consideracaoque
cada téxon apresenta caracteristicas diferentes em relacdo aos fatores
determinantes discutidos acima para originar esta variabilidade.

Desde os primeiros estudos com citogenética de quirdpteros brasileiros
(Becak et al., 1968; Yonenaga et al., 1969; Toledo, 1973) até a ultima revisdo
(Moratelli e Morielle-Versute, 2007), somente 60 espécies coletadas no Brasil
apresentavam estudos cariotipicos e destas, apenas 15% eram oriundas dos
estados do Amazonas e do Para. Desta forma, os caridtipos de quirdpteros da

regido da Amazobnia brasileira, que ocupa 59% do territorio brasileiro, ainda
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apresentam-se carentes de estudos. A Amazodnia é reconhecida como a regido de
maior biodiversidade do planeta e contribui com a maior parte da diversidade de
morcegos do Brasil, com aproximadamente 150 espécies, numero ainda
subestimado, pois dados para ocorréncia e distribuicdo deste grupo estao
disponiveis para menos de 25% da regido (Bernard et al., 2011; Reis et al., 2013a).

A hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) com sondas teloméricas tem sido
muito Util no entendimento da evolugdo cromossémica em mamiferos. Estas
sequéncias foram inicialmente isoladas de clones de ADN repetitivo humano e sua
composicdo e localizagdo nos cromossomos Sao muito conservadas em
vertebrados, indicando que estas sequéncias repetitivas formam os teldmeros
funcionais dos vertebrados (Moyzis et al.,, 1988; Meyne et al., 1989; Meyne et al.,
1990).

Os telbmeros correspondem as regides terminais dos cromossomos e Sao
necessarios para a replicacdo e a estabilidade dos cromossomos, sendo formados
por sequéncias repetitivas em tandem ricas em guanina e associadas a proteinas
(TTAGGG), e diferem de outras sequéncias tanto em funcdo, quanto em estrutura
(Blackburn e Szostak, 1984; Blackburn, 1991). As sequéncias teloméricas podem
estar localizadas também em outras regides do cromossomo, chamadas de ITS
(interstitial telomeric sites) e frequentmente sdo encontradas nas regifes
pericentroméricas por ser um componente do ADN satélite de alguns mamiferos e
poder estar associada aos blocos de heterocromatina constitutiva ou as regides
organizadoras de nucléolos (Meyne et al., 1990; Garagna et al., 1997; Liu e Fredga,
1999; Faria et al., 2009; Swier et al., 2012). As ITS podem significar alteracées na
composigcdo e organizagcdo molecular de certos componentes cromossGmicos ou
rearranjos cromossoémicos ocorridos ao longo da evolu¢cdo de um organismo, como

mudancgas numéricas e estruturais nos cariotipos (Meyne et al., 1990; Garagna et al.,
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1995; Ono e Yoshida, 1997; Liu e Fredga, 1999; Finato et al., 2000; Yonenaga-
Yassuda, 2004; Swier et al., 2012; Calixto et al., 2014). Em alguns casos, espécies
com caridtipos comprovadamente rearranjados ndo apresentam ITS ou porque
perderam ao longo do tempo ou porgue o numero de cépias diminuiu muito e ndo
podem ser detectadas (Garagna et al., 1995; 1997).

Em quiropteros, cerca de vinte espécies brasileiras foram estudadas apoés
FISH com sondas teloméricas e revelaram sinais terminais, centromeéricos ou
pericentromeéricos, que podem estar relacionados aos remanescentes de rearranjos
cromossOmicos ou fazer parte da heterocromatina constitutiva e/ou de regides
organizadoras de nucléolos (Ono e Yoshida, 1997; Finato et al., 2000; Faria et al.,
2002; Calixto et al., 2014). Estes resultados tém mostrado a complexidade da

composicdo do ADN repetitivo em quirdpteros.

1.3 Filogenia e Filogeografia

Outra abordagem que revolucionou o estudo da evolucédo e taxonomia foi a
possibilidade de acessar dados genéticos pela andlise de sequéncias de
nucleotideos, devido a rapidez e a quantidade de obtencao dos dados e a facilidade
de interpretacdo destes dados. A filogeografia teve inicio no final dos anos 1980 e
pode ser definida como o estudo dos principios e processos governados pelas
distribuicbes geograficas das linhagens genealdgicas, ou seja, as relacdes entre
geografia e genealogia (Avise et al., 1987; Avise, 2004). Esta area abrange um
conjunto de outras areas de estudo da biodiversidade, que visa integrar as relacdes
de linhagens intraspecificas com sua distribuicdo geogréfica ao longo da historia

destas linhagens (Turchetto-Zolet et al., 2013).



Inicialmente, as inferéncias sobre 0s processos evolutivos intraespecificos
foram possiveis devido ao uso de sequéncias de ADN mitocondrial com
caracteristicas apropriadas como, rapida taxa de substituicdo nucleotidica, heranca
maternal ndo-recombinante e, por estarem presentes em todos 0S organismos
eucariotos. Estas caracteristicas permitem a reconstrucdo de relacdes filogenéticas
através de homologias, considerando eventos mutacionais como evidéncia de
ancestralidade e descendéncia entre haplétipos. Atualmente, com a inclusdo de
marcadores nucleares independentes, a utilizacdo de métodos estatisticos,
tornando-a mais quantitativa por incorporar a teoria de coalescéncia e as novas
ferramentas para gerar modelos paleoecoldgicos e de paleoclimas, a filogeografia
tem tido mais aplicacdes que outras disciplinas da Biologia (Sites e Morando, 2009).

Vérios estudos esclareceram aspectos das relagbes filogenéticas em
representantes de Phyllostomidae, Noctilionidae, Mormoopidae e Vespertillionidae
com a utilizacdo dos marcadores moleculares (Lewis-Oritt et al., 2001a; 2001b;
Ruedi e Mayer, 2001; Hoofer e Van Den Bussche, 2003; Hoffman e Baker, 2003;
Teeling et al., 2005; Datzmann et al., 2010; Clare et al., 2011).

Os primeiros estudos com filogeografia de morcegos mostraram uma variagcao
genética menor que a de mamiferos terrestres (Ditchfield, 2000), corroborando um
dos padrdes filogeograficos descritos, em que organismos com grande vagilidade
apresentam auséncia de diferenciacdo geografica e baixa variabilidade (Avise et al.,
1987). Recentemente, embora ainda poucos estudos filogeograficos tenham sido
realizados com morcegos sul-americanos, varios padrées tém sido encontrados com
base nestes padrdes ja descritos. Algumas espécies analisadas com genes
mitocondriais apresentam pouca diferenciacdo geografica, com individuos de
localidades muito distantes compartilhando haplétipos, enquanto outras espécies

tém mostrado padrdoes de diferenciacdo genética intraespecificos com linhagens
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alopatricas e alta divergéncia (Larsen et al., 2007; Redondo et al., 2008; Marchesin
et al., 2008; Matrtins et al., 2009; Pavan et al., 2011). Estes resultados indicam que
outros fatores, além da alta vagilidade podem influenciar na formacdo destes
padrbes em quiropteros. Estudos com marcadores nucleares também mostraram
padrées diferentes dos encontrados com marcadores mitocondriais (Martins et al.,

2009).

1.4 Justificativa

Vérias espécies de quirépteros estdo envolvidas no ciclo de zoonoses no
Brasil e no mundo. A caracterizacdo citogenética das espécies que ocorrem na
Amazobnia brasileirae o estudo de suas relacdes filogenéticas e filogeograficas com
outras populacdesno Brasil contribuirdo para aumentar o conhecimento taxonémico
e sisteméatico desses quirépteros, o que é de grande importancia no entendemento
dos complexos ciclos dessas zoonoses. Apesar de ser uma das ordens mais rica em
espécies, os quirépteros assim como a maioria dos mamiferos, sao relativamente
pouco estudados no Brasil, e sua diversidade ainda € substimada, com muitas
espécies ainda sendo descritas. Dentro desse panorama, a regido Amazénica € uma
das menos estudadas, principalmenteem relacdo ao complemento cromossdémico

das espécies do grupo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é levantar na literatura as principais espécies de
quiropteros envolvidas no ciclo de zoonoses no Brasil e, a partir destes dados,
analisar os caridtipos e as relacdes filogenéticas e filogeograficas de espécies
selecionadas em algumas localidades da regido Amazoénica, visando fornecer dados
para o maior conhecimento destas espécies na regiao.

2.2 Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos deste estudo incluem:

- levantar por pesquisa bibliografica as principais espécies de quirGpteros
brasileiros que atuam como hospedeiros de zoonoses no Brasil;

- descrever o cariétipo de Cormura brevirostris do Brasil, usando coloracao
convencional e bandeamento-CBG, e analisar sua relacdes filogenéticas usando os
marcadores mitocondriais, citocromo b (mt-Cytb) e citocromo oxidase ¢ subunidade |
(mt-Col) e nuclear, DEAD box RNA helicase Y (Dby);

- caracterizar a variacdo cariomorfotipica em Rhinophylla pumilio, por coloracao
convencional, técnicas de bandeamentos classicos e moleculares de FISH
telomérica, e inferir suas relacdes filogenéticas;

- caracterizar os cariétipos com coloracdo convencional, bandeamentos
classicos e moleculares de FISH telomérica de 35 espécies de quirdpteros de 12
localidades na Amazobnia, e comparar com 0s cariotipos descritos para outras
regibes, além de avaliar as relacdes filogenéticas e filogeogréficas de espécies
selecionadas e populacdes das diferentes localidades de coleta usando como

marcadores os genes mt-Cytb e mt-Col.
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3 RESULTADOS

3.1 CAPITULO I: Quirépteros Hospedeiros de Zoonoses no Brasil

3.1.1 Introducéao

A ordem Chiroptera é composta por 20 familias, 202 géneros e pelo menos
1200 espécies, correspondendo a aproximadamente ¥4 das espécies de mamiferos
(Simmons, 2005). No Brasil ocorrem nove familias, 68 géneros e 179 espécies,
ocupando todos os dominios morfoclimaticos brasileiros e areas urbanas (Paglia et
al., 2012; Dias et al., 2013; Reis et al., 2013a; Nogueira et al., 2014).

Os quirépteros ocupam 0s mais variados nichos ecoldgicos e apresentam a
maior variagdo morfolégica dentre os mamiferos, com modificagbes para muitos
habitos alimentares (Koopman, 1994; Peracchi et al., 2011). Assim, sdo importantes
no controle populacional de insetos, na dispersdo de sementes e na polinizagcédo de
muitas espécies vegetais, sendo essenciais para a integridade de varios
ecossistemas (Reis et al., 2007a). Esta diversidade no uso do habitat e na dieta,
aliada a ampla distribuicdo geogréafica, capacidade de vbo, grande vagilidade,
formacdo de col6nias, hibernagdo, comportamentos sociais e adaptacdo a
ambientes antropicos, facilita o envolvimento dos morcegos como reservatorios
naturais de agentes etioldgicos, facilitando a manutencao e dispersdo dos agentes
(Food and Agricultural Organization of the United Nations, 2011).

Os morcegos estdo associados a zoonoses causadas por varios tipos de
agentes etiolégicos como protozoarios, virus, bactérias e fungos (Ministério da
Saude, 1998). O envolvimento dos morcegos como reservatorios de protozoarios é
relatado desde o século passado. O protozoario do género Plasmodium, causador

da malaria, infecta morcegos das familias Pteropodidae e Rhinolophidae na Africa
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(Curotto et al., 2012). Entre os animais silvestres encontrados naturalmente
infectados por tripanossomatideos, os morcegos merecem atencdo especial, pois
algumas espécies sdo abundantes, bem adaptadas a ambientes antropizados e
utiizam como abrigo areas domiciliares, que podem ser compartiihados com
triatomineos. Além disso, as coldnias de morcegos eventualmente trocam de abrigo,
constituindo-se, assim, em possiveis elementos de dispersédo de tripanossomiases
(Fabian, 1991; Jansen e Roque, 2010). Morcegos de diferentes familias, géneros e
hébitos alimentares tém sido relatados na literatura infectados por pelo menos 30
espécies de tripanossomatideos (Marinkelle, 1976; Molyneux, 1991).

Mais recentemente, o envolvimento de morcegos com virus que causam
doencas ao homem, animais domésticos e silvestres tém sido documentados com
virus das familias Arenaviridae, Bunyaviridae, Coronaviridae, Flaviviridae,
Herpesviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Picornaviridae, Reoviridae,
Rhabdoviridae e Togaviridae (Dobson, 2005; Bennett, 2006; Halpin et al.,
2007;Kuzmin et al., 2011). Mais de 70 espécies de quirépteros, de 10 familias, foram
identificadas como portadoras desses virus, responsaveis por muitas doencas
infecciosas emergentes (Calisher et al., 2006).

Na Asia e Australia, os virus Nipah, Hendra e Menangle foram encontrados
em quatro espécies de morcegos frugivoros do género Pteropus (Pteropodidae),
causando sindromes respiratorias ou neuroldgicas graves em humanos, cavalos e
porcos, podendo levar a morte (Phylbey et al., 1998; Love et al., 2001; Hyatt et al.,
2004; Plowright et al., 2011).Virus da familia Adenoviridae foram isolados em
amostras de 23 espécies procedentes de paises da Europa e Asia e também de
uma espécie de morcego hematéfago, Desmodus rotundus, no Brasil (Lima et al.,

2013b).
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Coronavirus foram isolados pela primeira vez em Hong Kong em trés
espécies de morcegos do género Miniopterus (Vespertilionidae; Poon et al., 2009).
Na China, os coronavirus causadores da SARS (Severe Acute Respiratory
Syndrome), que em 2002 e 2003 infectaram mais de 8000 pessoas, matando cerca
de 10% em todo o mundo, foram encontrados em cinco espécies de Rhinolophus
(Rhinolophidae [Lau et al., 2005; Li et al., 2005]). Posteriormente, no hemisfério
ocidental, RNA de coronavirus foram detectados em amostras de seis espécies de
Vespertilionidae na regido do Colorado, nos Estados Unidos (Dominguez et al.,
2007; Osborne et al., 2011), seis espécies de Phyllostomidae, duas de Molossidae,
duas de Vespertilionidae e duas de Mormoopidae, no México (Anthony et al., 2013;
Goées et al., 2013). Na América do Sul, duas espécies de Phyllostomidae e duas de
Molossidae foram positivas para coronavirus (Carrington et al., 2008; Goes et al.,
2013). Os virus Ebola e Marburg, causadores de febre hemorragica, foram
detectados em quatro espécies de Pteropodidae, na Africa (Dobson, 2005; Leroy et
al., 2005; Woo et al., 2006; Towner et al., 2007). Mais recentemente, um novo virus
do género Lyssavirus foi isolado do cérebro de Hipposideros commersoni
(Rhinolophidae; Kuzmin et al.2010).

Além dos virus, as bactérias patogénicas ao homem dos géneros Pasteurella,
Salmonella, Escherichia e Yersinia também foram encontradas em morcegos (Klite e
Kourani, 1965; Souza et al., 1999; Mduhldorfer, 2013). Algumas bactérias dos
géneros Bartonella, Borrelia e Leptospira sdo importantes na epidemiologia de
doencas humanas e de animais e parecem ser especificas de morcegos (Vayssier-
Taussat et al., 2009; Kosoy et al., 2010; Lin et al., 2012; Muhldorfer, 2012). Estas
bactérias foram identificadas em espécies das familias Phyllostomidae, Molossidae,

Mormoopidae, Noctilionidae, Vespertilionidae e Pteropodidae (Muhldorfer, 2012).
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3.1.2 Material e Métodos

Este trabalho foi baseado em pesquisa em diferentes bases bibliograficas,
com o uso de diferentes conjuntos de palavras-chave (e.g., Chiroptera, bats e Brazil
combinadas com Chagas diseases, coronavirus, histoplasmosis, leishmaniasis,
leptospira, rabies, rickettsias, trypanosomiasis, etc). As seguintes bases foram
consultadas: Base de dados Doencas Infecciosas e parasitarias, LILACS (Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude), MEDLINE (Literatura
Internacional em Ciéncias da Saude), Cidsaude e Repidisca; de Organismos
Internacionais: PAHO (Acervo da Biblioteca da Organizacdo Pan-Americana da
Saude e WHOLIS (Sistema de Informacdes da Biblioteca da OMS); textos
completos; portais de teses e dissertacfes: TESESSP e Thesis; e LIS (Catalogo de
sites em saude Diretério de eventos) e Google. A pesquisa teve como data de
término o ano de 2013 e a nomenclatura das espécies de morcegos segue Reis et

al. (2013).

3.1.3 Resultados

Zoonoses causadas por protozoarios

Diferentes espécies do protozoario parasita do género Trypanosoma tém sido
detectadas em diversas espécies de quirGpteros, inclusive o Trypanosoma cruzi,
restrito ao continente americano e agente causador da doenca de Chagas (Chagas,
1909; Marinkelle, 1976). Esse protozoario pode infectar aproximadamente 180
espécies de mamiferos, incluindo o homem (Marcili et al., 2009; Herrera, 2010).

A doenca de Chagas é frequentemente transmitida através da picada de
insetos hematéfagos da subordem Triatominae (barbeiros) que sugam o sangue de
seus hospedeiros mamiferos (Teixeira e Hecht, 2007). Esta doenca de patologia

grave € a terceira parasitose mais importante das Américas depois da malaria e da
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esquistossomose, sendo a doenca endémica mais letal do hemisfério ocidental
(Coura e Dias, 2009; Teixeira, 2007). No Brasil, os quiropteros podem desempenhar
importante papel na transmissdo da doenca de Chagas, por viverem proximos as
casas ou nos soOtdos das residéncias, podendo dividir estes abrigos com o0s
barbeiros. No Para, espécimes do barbeiro Cavernicola pilosa, infectados com
tripanossomatideos, foram encontrados co-habitando ocos de arvores com coldnias
de morcegos (Dias et al., 1942) e no nordeste do Brasil, Triatoma brasiliensis foi
encontrado associado a uma colénia de Phyllostomus hastatus (Pinto e Bento,
1986). Estima-se que os morcegos sejam infectados pelas fezes contaminadas dos
vetores ou pela ingestdo destes, servindo assim, como fonte de sangue
contaminado para novos vetores (Thomas et al., 2007).

A espécie T. cruzi foi detectada, até o momento, em 23 espécies de
Emballonuridae, Phyllostomidae, Noctilionidae, Thyropteridae, Molossidae e
Vespertilionidae, com individuos encontrados nas regides Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste. Deve-se destacar que Artibeus planirostris e Phyllostomus
hastatus tem sido as espécies nas quais este protozoario tem sido mais
frequentemente detectado nas localidades estudadas até o momento, nos estados
do Par4a, Mato Grosso do Sul, Goias e Ceara (Figura 1). Os morcegos podem ser
também reservatorios de outras espécies de Trypanosoma. Um exemplo é o T.
evansi, causador do “Mal de Cadeiras”, doenca grave que provoca uma série de
sintomas até a paralisa dos membros traseiros e a morte em cavalos (Silva et al.,
1995), e que no Pantanal brasileiro infecta animais domesticos e silvestres (Stevens
et al., 1989). Trypanosoma evansi foi detectado no municipio de Nhecolandia,
estado do Mato Grosso do Sul, em espécies de morcegos dos géneros Artibeus,
Carollia, Platyrrhinus, da familia Phyllostomidae, Noctilio, da familia Noctilionidae e

Myotis,da familia Vespertilionidae (Herrera et al., 2004; Tabela 1). Desta forma, os
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estudos indicam que quirdpteros mantém e dispersam varias espécies de
tripanossomos e variados genétipos do T. cruzi em praticamente todos os biomas
brasileiros (Fabian, 1991; Lisboa et al., 2008; Marcilli et al., 2009; Cavazzana et al.,
2010).

Outro protozoario da familia Trypanosomatidae capaz de infectar quirépteros
€ 0 parasita do género Leishmania, e embora os morcegos tenham contato com
potenciais vetores e hospedeiros, poucos estudos foram realizados para investigar a
participacdo destes animais na leishmaniose tegumentar e visceral nas Américas
(Barnabe et al.,, 2003; Savani et al., 2010). A leishmaniose tegumentar, doenca
parasitaria que acomete a pele e as mucosas, no Brasil € uma doenca endémica
distribuida em todos os estados e seus agentes etiolégicos sdo Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia)
guyanensis. Ja a leishmaniose visceral, doenca cronica que pode apresentar
complicacdes, levando ao 6bito, no Brasil é considerada uma endemia em expansao
geografica causada pela espécie Leishmania chagasi. As duas formas da doenca
sdo transmitidas através da picada de insetos flebotomineos do género Lutzomya
(Ministério da Saude, 2004).

Em morcegos brasileiros, Leishmania (L.) amazonensis foi detectada nas
espécies de Phyllostomidae Artibeus lituratus, Glossophaga soricina e Sturnira lilium;
de Molossidae Eumops auripendulus, Eumops glaucinus, Molossus molossus,
Molossus rufus e Nyctinomops laticaudatus; e de Vespertilionidae Myotis nigricans,
todos na cidade de Sao Paulo. Individuos de M. molossus e G. soricina foram
encontrados também infectados por Leishmania (L.) infantum chagasi (Savani et al.,
2010; Tabela 1). A deteccdo de morcegos infectados por estes parasitas na cidade
de Sao Paulo é curiosa ja que esta € uma area onde ndo ha casos de leishmaniose

visceral e onde sao raros 0os casos de leishmaniose cutanea. Mais estudos sdo
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necessarios para determinar o papel dos quirépteros no ciclo da leishmaniose,
sobretudo em areas onde a doenca é endémica (Savani et al., 2010).

Os tripanossomatideos j& foram isolados de quirépteros de sete familias, 28
géneros e 40 espécies no Brasil (Tabela 1). A familia Phyllostomidae corresponde a
55% do total de espécies. Em seguida, vem Molossidae com 17,5%, Vespertilionidae
com 15%, Noctilionidae com 5% e Emballonuridae, Mormoopidae e Thyropteridae,
cada uma com 2,5% (Pinto e Bento, 1986; Lisboa et al., 2008; Marcilli et al., 2009;
Cavazzana et al., 2010; Nishimura e Orténcio Filho, 2012). As espécies de morcegos
envolvidas com estes parasitas apresentam habitos alimentares diversificados. Os
morcegos mais frequentemente detectados com Trypanosoma sao A. planirostris, C.
perspicillata, Desmodus rotundus e P. hastatus, infectados por quatro ou mais
espécies do protozoario, em 14 estados de todas as regides do Brasil (Figura 1).
Molossus molossus, G. soricina, A. lituratus, S. lilium, Molossus rufus e M. nigricans
também tem sido encontrados infectados por espécies de Trypanosoma e
Leishmania, sendo as duas primeiras infectadas por Leishmania (L.) amazonensis,

Leishmania (L.) infantum chagasi e Trypanosoma cruzi (Tabela 1).
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Figura 1- Distribuicdo e localidades de coleta de espécimes positivos para o protozoario do género
Trypanossoma de: (a) Phyllostomus hastatus, (b) Carollia perspicillata, (c) Desmodus rotundus, (d)
Artibeus planirostris.
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Tabela 1- Lista das espécies de morcegos envolvidas nos ciclos das tripanossomiases, discriminando o agente etiolégico da doenca, a localidade do registro e a
referéncia bibliografica. Refs: 1= Barnabe et al. (2003), 2= Barros(2009), 3= Cavazzana et al.(2010), 4= Dias et al.(1942), 5= Fabian (1991), 6= Funayama e Barreto
(1973), 7= Grisard et al.(2003), 8= Hamanaka e Pinto (1993), 9= Herrera et al.(2004), 10= Lisboa et al.(2008), 11= Maia da Silva et al.(2009), 12= Marcilli et
al.(2009), 13= Nishimura e Orténcio Filho (2012), 14= Pinto e Bento (1986), 15= Roque et al.(2008), 16= Roque et al.(2013), 17= Siqueira-Batista apud Herrera
(2010), 18= Steindel et al.(1998), 19= Teixeira et al.(1993). Os estados brasileiros sdo AM= Amazonas, BA= Bahia, CE= Ceara, GO= Goias, MG= Minas Gerais,
MS= Mato Grosso do Sul, PA= Para, PI= Piaui, PR= Parana, RJ= Rio de Janeiro, RO= Roraima, SC= Santa Catarina, SP= Sdo Paulo, TO= Tocantins.

Taxa
Emballonuridae
Saccopteryx bilineata
Phyllostomidae
Anoura sp.

Anoura geoffroyi
Artibeus fimbriatus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus planirostris

Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus obscurus
Artibeus sp.

Carollia perspicillata

Agente Etiologico

Trypanosoma cruzi

Trypanosoma dionisii
Trypanosoma sp.
Trypanosoma sp.
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma sp.

Trypamosoma cruzi

Trypanosoma cruzi marinkellei
Trypanosoma rangeli
Trypanosoma sp.
Trypanosoma sp.
Trypanosoma evansi

Trypanosoma cruzi

Localidade

PA: lha de Marajo

SP: Sao Bernardo do Campo

PI: Canto do Buriti

PR: Tuneiras do Oeste, Cianorte

PA: Abaetetuba

PR: Tuneiras do Oeste, Cianorte

CE: Canindé, Quixada, Russas, Limeira do Norte, Pereiro; MS: Bonito,
Nhecolandia, PA: Cachoeira do Arari, Abaetetuba

MS: Miranda, Aquidauana, Bonito

MS: Bonito

PI: Picos e Sao Joédo do Piaui, PR: Tuneiras do Oeste, Cianorte
PR: Tuneiras do Oeste, Cianorte

MS: Nhecolandia

RO: Porto Velho; PA: Belém, Abaetetuba

Refs.

4,17

3
14
13
16
13
5, 10, 15, 16

3
11
13,14
13
9
3,4,12,16
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Tab. 1 - Continuacéo

Taxa

Agente Etiologico

Localidade

Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia perspicillata
Carollia sp.
Chrotopterus aurita
Desmodus rotundus
Desmodus rotundus
Diphylla ecaudata
Glossophaga soricina
Lonchorhina aurita
Hsunycteris thomasi
Lophostoma silvicola
Micronycteris megalotis
Platyrrhinus lineatus
Platyrrhinus sp.
Phyllostomus discolor
Phyllostomus discolor
Phyllostomus elongatus

Phyllostomus hastatus

Trypanosoma dionisii
Trypanosoma cruzi marinkellei
Trypanosoma sp.
Trypanosoma evansi
Trypanosoma cruzi marinkellei
T. cruzi marinkellei, T. dionisii
Trypanosoma sp.
Trypanosoma dionisii
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma sp.
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi marinkellei
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma rangeli
Trypanosoma evansi
Trypanosoma cruzi marinkellei
Trypanosoma sp.
Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi

RO: Monte Negro, Porto Velho; SP: Piedade; PR: Londrina; MS: Bonito 3,12
RO: Monte Negro, Porto Velho; MS: Bonito 3,12
Pl. Palmeirais, Picos 14
MS: Nhecolandia 9
AM: Barcelos 3
MS: Miranda 3
PI: Picos; RJ: Miracema, Paraty, Niter6i, Sdo Goncalo, Marica 2,14
SP: Bititiba Mirim 3
PA: llha de Maraj6, Belém 4,17
RJ: Miracema 2
Amazbnia 17
AM: Barcelos 3
PA: llha de Marajo 4, 17
MS: Miranda 3,11
MS: Nhecolandia 9
AM: Barcelos; BA: Sao Felipe; CE: Quixada 1,35
PI: Castelo do Piaui 14
PA: llha de Marajo 4, 17
PA: ltupiranga; GO: Aporé; MS: Nhecolandia; CE: Canindé 1,5,10
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Tab. 1 - Continuacéo

Taxa
Phyllostomus hastatus

Phyllostomus hastatus

Phyllostomus sp.
Sturnira lilium
Sturnira lilium
Sturnira lilium
Trachops cirrhosus
Trachops cirrhosus
Tonatia bidens
Uroderma bilobatum
Mormoopidae
Pteronotus parnelli
Noctilionidae
Noctilio albiventris
Noctilio leporinus
Noctilio sp.
Molossidae

Molossus molossus

Agente Etiolbgico
Trypanosoma cruzi marinkelle

Trypanosoma sp.

Trypanosoma cruzi marinkelle
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma dionisii
Trypanosoma sp.
Trypanosoma cruzi marinkellei
Trypanosoma sp.
Trypanosoma cruzi marinkellei

Trypanosoma dionisii
Trypanosoma sp.
Trypanosoma dionisii, T. cruzi
Trypanosoma cruzi

Trypanosoma evansi

Trypanosoma dionisii

Localidade
MS: Aquidauana, Bonito; AM: Barcelos; PA: Abaetetuba;
MG: Pedro Leopoldo
Pl: Palmeirais, Picos, S&o Joado do Piaui;
MG: Serrania, Pedro Leopoldo
TO
PA: Abaetetuba
MS: Miranda; GO: Campo Lindo; PR: Adrianépolis
PR: Tuneiras do Oeste, Cianorte
AM: Barcelos, RO: Porto Velho
Pl: Palmeirais
AM: Barcelos
RO: Monte Negro

Pl: Canto do Buriti
MS: Miranda
PA: llha de Maraj6

MS: Nhecolandia

RO: Monte Negro

Refs.
1,3

8, 14, 19

16

13

14

14

3,12
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Tab. 1 - Continuacéo

Taxa
Molossus molossus
Molossus rufus
Promops sp.
Tadarida brasiliensis
Thyropteridae
Thyroptera tricolor
Vespertilionidae
Eptesicus brasiliensis
Eptesicus furinalis
Eptesicus furinalis
Eptesicus sp.
Myotis nigricans
Myotis albescens
Myotis levis, M. ruber
Myotis sp.

Agente Etiolbgico
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma dionisii

Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi

Trypanosoma dionisii
Trypanosoma cruzi
Trypanosoma desterrensis
Trypanosoma sp., T. cruzi
Trypanosoma dionisii, T. cruzi
Trypanosoma dionisii, T. cruzi
Trypanosoma cruzi

Trypanosoma evansi

Amazobnia

Amazénia; PA: Abaetetuba
MS: Miranda

SP: Sdo Joaquim da Barra

AM: Barcelos
SP: Sao Pauloe TO

PA: Cachoeira do Arari

SC: Florianopolis

SC: Florianopolis; PA: Cachoeira do Arari

SP: Sao Paulo; MS: Miranda;

MS: Miranda; SP: S&o Paulo, Juquitiba

SP: Sao Paulo
MS: Nhecolandia

Localidade

Refs.
17
16, 17

3,12

15

10, 18
3,12
3,12
3,12
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Zoonoses causadas por virus

A raiva causada pelos virus do género Lyssavirus € a doenca mais conhecida
transmitida pelos morcegos. Das 14 espécies conhecidas de Lyssavirus, 0sS
morcegos sao reservatorios e vetores de 12 (Freuling et al., 2011; Marston et al.,
2012; Picard-Meyer et al., 2012; World Health Organization, 2013). Desde o inicio do
século passado foi sugerido que o morcego hematéfago D. rotundus era transmissor
da raiva (Carini, 1911 apud Kotait et al., 1998). Atualmente, D. rotundus é
considerado o mais importante reservatorio e vetor desta doenca, apesar do
aumento de identificacdo do virus da raiva em morcegos nao hematéfagos, devido
ao maior numero de estudos realizados nesses animais e a maior divulgacdo dos
casos ha midia (Kotait et al., 1998; Passos et al., 1998; Cunha et al., 2005; Batista et
al., 2007). No estado de S&o Paulo, a espécie frugivora A. lituratus e a insetivora M.
nigricans, sdo as mais comumente encontradas com o virus rabico (Cunha et al.,
2006; Queiroz et al., 2009; Sodré et al., 2010).

Esta doenca causa encefalite aguda em mamiferos, inclusive no homem, e é
transmitida pela saliva de animais infectados principalmente através da mordedura,
sendo fatal em praticamente 100% dos casos (World Health Organization, 2013). O
virus da raiva é mantido por ciclos inter-relacionados, o ciclo urbano (em cées e
gatos domésticos), o ciclo silvestre (em animais silvestres das familias Canidae,
Procyonidae, Mustelidae, Felidae, Didelphidae e Cebidae, e em morcegos), e o ciclo
rural (em herbivoros). Estudos mostraram uma grande diversidade de variantes do
virus da raiva circulando entre 0os morcegos que ocorrem no Brasil, com a
possibilidade destas variantes virais serem espécies-especificas (Kobayashi et al.,
2005; 2007). No Brasil foram isolados virus da raiva em 41 espécies de morcegos,
namero que corresponde a 24% das espécies registradas no pais. Desse total, 44%

sdo especies da familia Phyllostomidae, 29% de Vespertilionidae e 27% de
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Molossidae (Sodré et al., 2010; Albas et al., 2011a; 2011b; Almeida et al., 2011a;
2011b; Tabela 2). Individuos infectados de Desmodus rotundus foram encontrados
em estados de todas as regibes do Brasil. Essa é a espécie alvo do Programa
Nacional de Controle da Raiva em Herbivoros (PNCRH), o que a torna a mais
pesquisada. (Figura 2). As espécies A. lituratus, M. molossus e N. laticaudatus
também apresentaram individuos infectados em varias regides do Brasil, sendo a
maioria em Sao Paulo (Figura 2).

Em 2007 foi descrito pela primeira vez nas Américas, no estado do Colorado,
EUA, um coronavirus (Alphacoronavirus) de morcego (Rock Mountain Bat
Coronavirus) nas espécies insetivoras Eptesicus fuscus e Myotis occultus
(Dominguez et al., 2007). Em 2008 uma nova cepa de Alphacoronavirus foi
identificada em D. rotundus no estado de S&o Paulo (Branddo et al., 2008). A
deteccdo de um coronavirus em um morcego hematéfago representa um potencial
problema de saude publica ja que este patdgeno pode causar doengcas ao homem,
caso haja uma mudanca de hospedeiro, como ocorreu na China no caso da SARS
(Brandao et al., 2008). Recentemente, outros Alphacoronavirus foram detectados em
M. molossus e Tadarida brasiliensis em Porto Alegre, Rio Grande do Sul (Lima et al.,
2013b), em C. perpicillata, Carollia brevicauda, M. rufus e Molossus currentium, no
nordeste do Brasil (Corman et al., 2013). Novo alfacoronavirus foi detectado em um
individuo de M. molossus e um de M. rufus coletados em area urbana no noroeste
do estado de S&o Paulo (Gées et al., 2013; Tabela 2).

Outros virus detectados em morcegos no Brasil incluem o virus Mapuera, um
membro do género Rubulavirus, isolado das glandulas salivares do morcego
frugivoro S. lilium da familia Phyllostomidae (Henderson et al., 1995), e o virus Mojui
dos Campos, um membro do género Bunyavirus, isolado de um quirGptero nao

identificado em Mojui dos Campos, estado do Para (Wanzeller et al., 2002). Estudo
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recente descreveu a primeira deteccdo de Mastadenovirus (Adenoviridae) em D.
rotundus, no estado do Rio Grande do Sul (Lima et al., 2013a). Em 2012 foram
coletados dois individuos de Diphylla ecaudata e um individuo de Anoura caudifer
infectados com o hantavirus Araraquara-like em Biritiba-Mirim, no estado de Sao
Paulo (Araujo et al., 2012). Hantavirus em tecidos de morcegos ja foram registrados
na Coréia e na Africa em duas espécies da familia Vespertilionidae e uma de
Rhinolophidae (Kim et al., 1994; Sumibcay et al., 2012).

Zoonoses causadas por bactérias

A leptospirose, doenca causada pela bactéria do género Leptospira, €
transmitida pela urina de roedores e outros animais silvestres e domésticos
infectados. A disseminacdo da doenca é facilitada pelo contato da mucosa da pele
lesada com solo Uumido ou agua estagnada, ou através de contato direto com os
animais infectados (Ministério da Saude, 2004). Esta bactéria foi encontrada em
morcegos nhao identificados, no estado do Mato Grosso (Lins et al., 1986).
Anticorpos anti-Leptospira foram também detectados em D. rotundus no estado de
Sédo Paulo (Zetun et al., 2009). Estudos realizados nos municipios de Jundiai e Séo
Paulo, onde casos de leptospirose sdo comuns, detectaram a presenca de
antigenos em tecido renal de 2 a 3% de morcegos das espécies A. lituratus, G.
soricina, P. lineatus, M. molossus e M. rufus (Bessa et al., 2010; Tabela 3).

Os morcegos também podem ser hospedeiros silvestres de riquéttsias,
bactérias causadoras da febre maculosa brasileira, cujo vetor é o carrapato das
espécies Amblyomma cajennense e Amblyomma aureolatum (Pinter e Labruna,
2006). Esta € uma das doencas mais graves causadas por bactérias, por apresentar
alta letalidade e quase sempre se apresentar de forma epidémica, acometendo
membros de uma mesma familia e/ou comunidade (Milagres, 2010).

Soropositividade para R. rickettsii, R. parkeri, R. amblyommii e R. rhipicephali foi
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detectada em 11 espécies de morcegos na cidade de Sao Paulo, com 46 individuos,
dentre 451 examinados, reativos a pelo menos um antigeno. As espécies positivas
nesse estudo foram A. lituratus e P. Lineatus, de Phyllostomidae, Eumops perotis, E.
auripendulus, M. molossus, M. rufus, Nyctinomops macrotis, N. laticaudatus e T.
brasiliensis, de Molossidae, e Histiotus velatus e M. Nigricans, de Vespertilonidae
(D’Auria et al.,, 2010). Das sete espécies de Rickettsia que ocorrem no Brasil
(Labruna, 2009), trés sdo patogénicas para o0 ser humano. Rickettsia rickettisii é a
causadora da febre maculosa (Dumler e Walker 2005, Labruna et al., 2009) e
Rickettsia parkeri e Rickettsia amblyommii causam outras doencas nos Estados
Unidos e no Uruguai (Paddock, 2005; Apperson et al., 2008; Tabela 3).

Treze espécies de quirdpteros ja foram relatadas infectadas por bactérias no
Brasil, sendo 54% das espécies envolvidas da familia Molossidae, 31% de
Phyllostomidae e 15% de Vespertilionidae. As espécies A. lituratus, P. lineatus, M.
molossus e M. rufus apresentam infec¢des por Leptospira e Rickettsia, sendo todos
0S casos registrados até o momento no estado de Sao Paulo, a maioria na cidade de

Séo Paulo (Tabela 3).
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Figura 2 — Distribuicdo e localidades de coleta de espécimes positivos para o virus do género

Lyssavirus de: (a) Molossus molossus, (b) Nyctinomops lauticaudatus, (c) Desmodus rotundus, (d)
Artibeus lituratus.
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Tabela 2 - Lista das espécies de morcegos envolvidas nos ciclos das zoonoses causadas por virus, discriminando o agente etiolégico da doenca, a localidade do
registro e as referéncias bibliograficas (Refs.). Os estados brasileiros sdo DF= Distrito Federal, ES= Espirito Santo, GO= Goias, MG= Minas Gerias, MS= Mato
Grosso do Sul, PA= Para, PB= Paraiba, PE= Pernambuco, RJ= Rio de Janeiro, RS= Rio Grande do Sul, SC= Santa Catarina, SP= S&o Paulo.1=Albas et al.(2009)
2= Albas et al.(2011a) 3= Albuquerque et al.(2012), 4= Allendorf et al.(2011), 5= Almeida et al.(2011b), 6= Almeida et al.(2011a), 7=Amorim (1970), 8= Araujo et
al.(2012), 9= Barbosa et al.(2007b), 10= Bordignon et al.(2005), 11=Brandéo et al.(2008), 12= Cabral et al.(2012), 13= Carneiro et al.(2009), 14= Carvalho et
al.(2011), 15= Castilho et al.(2008) 16= Castilho et al.(2010), 17= Corman et al.(2013), 18= Cunha et al.[1998 apud Sodré et al.(2010)], 19=Cunha et al. (2005),
20= Cunha et al. (2006), 21=Dantas-Torres et al.(2005), 22= Deus et al.(2003), 23= Ferraz et al. (2007), 24= Henderson et al.(1995), 25= Kobayashi et al. (2007),
26= Langoni et al.(2005), 27= Lima et al.(2013a), 28= Lino et al.(2008), 29= Massunaga et al.(2003 apud Sodré et al. (2010), 30= Martorelli et al.(1995), 31=
Martorelli et al. (1996), 32= Oliveira et al.(2010), 33= Pacheco et al.(2010), 34= Passos et al.(1998), 35= Queiroz et al.(2009), 36= Rosa et al.(2011), 37= Sato et
al.(2006), 38= Schaefer et al.(2005), 39= Silva et al.(1999), 40= Silva et al.(2007), 41= Silva et al.(2008), 42= Silva et al.(2011), 43= Sodré et al.(2007), 44= Sodré et
al(2010), 45= Souza et al.[1998 apud Sodré et al.(2010)], 46= Souza et al.(2008), 47= Tomaz et al.(2007), 48= Uieda et al.(1995), 49= Uieda (1998), 50= Vieira et
al.(2010), 51= Vieira et al.(2013).

Agente Etioldgico Localidades

Phyllostomidae

Anoura caudifer Lyssavirus sp. N&o encontrada 44
Hantavirus SP: Biritiba-Mirim 8
Araraquara-like
Anoura geoffroyi Lissavirus sp. N&o encontrada 44
Artibeus fimbriatus Lissavirus sp. MS: Campo Grande; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sdo José do Rio Preto, Monte 1,12, 14, 19,
Castelo, Valparaiso 22,25, 46
Artibeus lituratus Lissavirus sp. ES: Vitéria; MG: Montes Claros; MS: Campo Grande; RJ: Rio de Janeiro; RS: 5,9, 12, 13, 18,
Dois Irméos; SP: Aracatuba, Dracena, Itapira, Novo Horizonte, Sdo José do Rio 22, 25, 33, 35,
Preto, Vargem Grande Paulista 51
Artibeus lituratus Lissavirus sp. SP: Alvares Machado, Botucatu, Cotia, Dracena, Jacarei, Jundial, 1, 5, 18, 26, 45

Junqueirdpolis, Martindpolis, Oswaldo Cruz, Pres. Prudente, Santo André, Sao
José do Rio Preto, Sdo Paulo, Teodoro Sampaio, Votuporanga

Artibeus planirostris  Lissavirus sp. SP: S. José do Rio Preto, Tupi Paulista 1,9
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Tab. 2 - Continuacao

Taxa Agente Etiolégico

Artibeus sp. Lyssavirus sp.

Carollia brevicauda  Alphacoronavirus sp.

Carollia perspicillata  Lissavirus sp.

Alphacoronavirus sp.

Carollia sp. Lissavirus sp.
Chrotopterus auritus  Lissavirus sp.
Desmodus rotundus  Lissavirus sp.

Lissavirus sp.

Lissavirus sp.

Lissavirus sp.

Alphacoronavirus sp.

Diaemus youngi Lyssavirus sp.
Diphylla ecaudata Lyssavirus sp.
Hantavirus

Glossophaga soricina Lissavirus sp.
Lonchorrhina aurita  Lissavirus sp.
Lophostoma Lissavirus sp.

brasiliense

Localidades

RJ: Paracambi, Mesquita; PA: Anajas

Nordeste do Brasil

SP: ltapira; GO: Niquelandia; SP: Aracatuba, Valparaiso

Nordeste do Brasil
PA: Anajas
N&o encontrada

Refs.
25,41
17

6, 14, 47
17

41

44

GO: Cocalzinho de Goias, Guapo, Uruacu, Nigquelandia, Nova Iguagu de Goias 37
PA: Anajas, Augusto Corréa; PE: Olinda; PI: S&o Miguel Tapuio, Buriti dos 9, 16, 21, 41

Montes

RJ: Quissama, Valenca, Laje do Muriaé, Itaperuna; SC: Sao Joaquim

10, 25, 37, 50

SP: Ubatuba, Taubaté, Pindamonhangaba, Lind6ia, Sdo José do Barreiro, 6, 9, 23, 25, 37

Tambau, Guarulhos, Santa Branca, Jundiai, Pindamonhangaba, Taubaté

SP

N&o encontrada

N&o encontrada

SP: Biritiba-Mirim

SP: Sdo Paulo, Presidente Prudente
N&o encontrada

N&o encontrada

11
44
44

8
2,43
44
44
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Tab. 2 - Continuacao

Taxa Agente Etiolégico

Micronicteris megalotis Lissavirus sp.
Platyrrhinus lineatus  Lissavirus sp.
Phyllostomus hastatus Lissavirus sp.
Sturnira lilium Lissavirus sp.
Sturnira lilium Virus Mapuera
Trachops cirrhosus Lissavirus sp.
Uroderma bilobatum  Lissavirus sp.
Molossidae

Cynomops abrasus  Lissavirus sp.
Cynomops planirostris Lissavirus sp.
Cynomops sp. Lissavirus sp.
Eumops auripendulus Lissavirus sp.
Eumops glaucinus Lissavirus sp.
Eumops perotis Lissavirus sp.

Molossops neglectus Lissavirus sp.

Molossus currentinum Alphacoronavirus sp.

Molossus molossus  Lissavirus sp.

Localidades Refs.
N&o encontrada 44
SP 6
N&o encontrada 44
SP 6
Amazonia 24
N&o encontrada 44
PA: Ponte 9
SP: Norte e noroeste 20
SP: Aracatuba 35
SP: Ribeirdo Preto 32
SP: Norte e noroeste 6
SP: Aracatuba 35
SP: Ribeirdo Preto 6
SP: Séo Paulo 36
Nordeste do Brasil 17

PB: Patos; PE: Moreno, Recife; RJ: Rio de Janeiro; RS; SP: Aracatuba, 1,2,3,12,14,25,
Botucatu, Campinas, llha Solteira, Jales, Oswaldo Cruz, Pres. Prudente, Séo 32
Paulo, Valparaiso 35,36,38,42,48

Molossus molossus  Alphacoronavirus sp. RS: Porto Alegre 27
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Tab. 2 -. Continuacéo
Taxa

Molossus rufus

Molossus rufus
Nyctinomops

laticaudatus

Nyctinomops

macrotis

Agente Etiolégico

Lissavirus sp.

Alphacoronavirus sp.

Lissavirus sp.

Lissavirus sp.

Tadarida brasiliensis Lissavirus sp.

Tadarida brasiliensis Alphacoronavirus sp.

Vespertilionidae

Eptesicus brasiliensis Lissavirus sp.

Eptesicus diminutus Lissavirus sp.

Eptesicus furinalis
Eptesicus furinalis

Eptesicus sp.

Lissavirus sp.
Lissavirus sp.

Lissavirus sp.

Localidades Refs.
SP: Aragatuba, Paulicéia, Penapolis, Ribeirdo Preto, S. José do Rio Preto, 1,14,32,35,39
Valparaiso
Nordeste do Brasil 17

DF: Brasilia; MS: Campo Grande; PE; RJ: Rio de Janeiro; SP: Campinas, 12, 22, 25, 29,
Guarulhos, Ipigud, Joandpolis, Maua, Marilia, Ribeirdo Preto, Rio Claro, Séo 32, 40, 42, 48
Sebastido, S. José do Rio Preto

SP: Diadema, S&o Paulo 6, 34, 48

RJ: Rio de Janeiro; RS; SP: Botucatu, Jundiai, Mogi das Cruzes, Salesépolis, 6, 25, 32, 38,

Sao Paulo, Socorro 49
RS: Porto Alegre 27
SP: Guarulhos 6
SP: Sao José do Rio Preto 18
PE: Moreno 3

SP: Aracatuba, Barretos, Campinas, Capivari, Catanduva, Espirito Santo do 1,2,5, 25,32, 35
Pinhal, Jundiai, Marilia, Olimpia, Presidente Prudente, Ribeirdo Preto, Séo

José do Rio Preto

SP: Jundiai 6
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Tab 2 - Continuacéo

Taxa Agente Etiolégico
Histiotus velatus Lissavirus sp.
Lasiurus blossevilli  Lissavirus sp.

Lasiurus cinereus Lissavirus sp.

Lasiurus ega Lissavirus sp.

Lasiurus egregius Lissavirus sp.

Myotis albescens Lissavirus sp.
Myotis levis Lissavirus sp.
Myotis nigricans Lissavirus sp.

Lissavirus sp.

Myotis riparius Lissavirus sp.

Myotis sp. Lissavirus sp.

Localidades Refs.
MG: Belo Horizonte; SC; SP: Mairinque, Ribeirdo Pires, Sdo Paulo, Vargem 6, 7, 32
Gde Paulista

SP: Aracatuba, Jundiai, Presidente Prudente 2,6,31, 35
SP: Garga, Itu, S&o Paulo 6, 32
SP: Aragatuba, Cotia, Dracena, Franca, Panorama, Pres. Prudente, Rib. Preto, 1,2,4,6,21,28,3
Santo André 2,35
N&o encontrada 44
N&o encontrada 44
SP 44
MS: Campo Grande 22

SP: Aguas de Lindéia, Aragatuba, Cagapava, Campinas, Jundiai, Itapecerica da Serra, 1, 2, 6, 30,
Maud, Nova Canaa Paulista, Paraguacu Paulista, Presidente Prudente, Ribeirdo Pires, 32,35

Ribeirao Preto, S0 Paulo, Santo André, Tabodo da Serra

SP: Séo Paulo 36

SP: Santo André 6
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Zoonoses causadas por fungos

Dentre as doencas causadas por fungos relacionadas a morcegos, a
histoplasmose é a mais importante. Seu agente etioldogico € o Histoplasma
capsulatum, cujos esporos sao encontrados em solo contendo fezes de aves e
morcegos em todo o mundo (Emmons, 1948; Hoff e Bigler, 1981). O homem adquire
a infeccdo através da inalacdo desses esporos. Os morcegos formam colénias em
cavernas, buracos de arvores, fendas em pedras, além de so6tdos e forros de
telhados de casas em areas rurais e urbanas (Reis et al., 2007a; Peracchi et al.,
2011), criando condi¢bes de umidade e temperatura adequadas para o crescimento
deste fungo, que pode persistir no ambiente por longos periodos de tempo (Ferreira
e Borges, 2014). Na maioria dos casos a doenga é assintomatica, mas em pessoas
imunodeprimidas pode ser fatal (Emmons, 1948; Hoff e Bigler, 1981; Taylor et al.,
1999; Ministério da Saude, 2004; Daher et al., 2007).

Nas Américas, o fungo H. capsulatum foi isolado em 19 géneros de morcegos
das familias Phyllostomidae, Mormoopidae, Noctilionidae, Natalidae, Molossidae e
Vespertilionidae (Hoff e Bigler, 1981; Taylor et al., 1999). No Brasil, H. capsulatum
foi isolado nas espécies P. hastatus (Phyllostomidae), na regido do Distrito Federal,
em Brasilia (Schmidt et al., 1973) e de E. glaucinus, M. molossus, M. rufus, N.
macrotise T. brasiliensis (Molossidae) no estado de S&do Paulo(Dias et al., 2011;
Tabela 4). O fungo patogénico Coccidioides posadasii, que causa a
coccidioidomicose, uma infeccdo séria que acomete homens e animais, foi
identificado em trés espécies da familia Phyllostomidae, C. perspicilata, D. rotundus
e G. soricina, no estado do Ceara (Cordeiro et al., 2012; Tabela 4). Outros fungos
patogenos oportunistas foram detectados em excretas de morcegos, cComo especies
dos géneros Candida e Cryptococcus em M. molossus e em G. soricina (Matos et

al., 1989) e Candida, Cryptococcus, Aspergillus, Rhodotorula, Microsporum e
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Penicilium, em A. lituratus, todas no estado de Sao Paulo (Tencate et al.,

2010;Tabela 4).

Tabela 3 - Lista das espécies de morcegos envolvidas nos ciclos das zoonoses causadas pelas
bactérias, discriminando o agente etiolégico da doenca, a localidade do registro e as referéncias
bibliogréficas (Refs.). O estado brasileiro € SP= S&o Paulo. 1= Bessa et al. (2010), 2= D’Auria et
al.(2010), 3= Zetun et al. (2009).

Taxa Agente etioldgico Localidade Refs.

Phyllostomidae
Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri

Artibeus lituratus Rickettsia amblyommii ' SP: Séo Paulo 2
Artibeus lituratus Leptospira spp. SP: Séo Paulo 1
Desmodus rotundus Leptospira spp. SP: Botucatu 3
Glossophaga soricina Leptospira spp. SP: Séo Paulo 1
Plathyrrhinus lineatus Leptospira spp. SP: Séo Paulo 1
Plathyrrhinus lineatus S ggft‘)elt;iiriﬁrﬁi.i,pgi”élfgt.tsia thipicephali SP: Séo Paulo 2
Molossidae

Eumops auripendulus R. rickettsii SP: Séo Paulo 2
Eumops perotis R. parkeri SP: Séo Paulo 2
Molossus molossus Leptospira spp. SP: Séo Paulo 1
Molossus molossus E gﬁrtjt;zirir’]rii.i,pgrkrflrii[;icephali SP: Sé&o Paulo 2
Molossus rufus Leptospira spp. SP: Jundiai 1
Molossus rufus R. rickettsii, Rickettsia parkeri SP: Sé&o Paulo 2
Nyctinomops laticaudatus R. rickettsii, R. parkeri SP: Sao Paulo 2
Nyctinomops macrotis 2 gﬁflflgzlrlngu parkeri, SP: Séo Paulo 2
Tadarida brasiliensis gﬁfagii:ﬁﬁi'i,pgfﬂgicepha“ SP: S&0 Paulo 2
Vespertilionidae

Histiotus velatus S ggrslgzlrlnrr\r:u parker, SP: S&o Paulo 2
Myotis nigricans g gfri(tflgzlrlnriu parker, SP: Sdo Paulo 2

Até o0 momento, somente morcegos das familias Phyllostomidae e Molossidae
foram registrados com infecgao por fungos, sendo que A. lituratus e M. molossus
séo infectados pelo maior numero de agentes etiologicos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Lista das espécies de morcegos envolvidas nos ciclos de zoonoses causadas por fungos,
discriminando o agente etiolégico da doenca, a localidade do registro e as referéncias bibliograficas.
Os estados brasileiros sdo CE= Ceara, SP= Sao Paulo, e DF= Distrito Federal. 1=Cordeiro et al.
(2012), 2= Dias et al. (2011), 3= Matos et al. (1989), 4= Schmidt et al. (1973), 5= Tencate et al.
(2010).

Localidade

Agente etiol6gico

Phyllostomidae

Artibeus lituratus Cryptococcus neoformans, SP: Noroeste 5
Microsporum ferrugineum, Candidasp.,
Aspergillussp., Rhodotorula sp.,

Penicilliumsp.

Carollia perspicillata Coccidioides posadasii CE: Aracoiaba 1
Desmodus ritundus Coccidioides posadasii CE: Ubajara 1
Glossophaga soricina  Candida ciferri SP: Jundiai 3
Glossophaga soricina  Coccidioides posadasii CE: Aracoiaba 1
Phyllostomus hastatus Histoplasma capsulatum DF: Brasilia 4
Molossidae
Eumops glaucinus Histoplasma capsulatum SP
Molossus molossus Candida famata, Candida guilliermondi, SP: Jundiai 3
Candida  parapsilosis, Cryptococcus
laurentii
Molossus molossus Histoplasma capsulatum SP 2
Molossus rufus Histoplasma capsulatum SP 2
Nyctinomops macrotis Histoplasma capsulatum SP 2
Tadarida brasiliensis Histoplasma capsulatum SP 2

3.1.3 Discusséo

Alteracfes ambientais nos ecossistemas silvestres, causadas principalmente
pelo aumento da ocupacdo humana, tém diminuido o habitat de varias espécies de
morcegos, 0 que faz com que estes animais cada vez mais ocupem as areas
urbanas e se aproximem das residéncias humanas. Com isso, o relato de novas
zoonoses ou a re-emergéncia de doencas graves transmitidas ou mantidas por
morcegos tém sido frequentes. Neste trabalho, observou-se que das nove familias

de Chiroptera que ocorrem no Brasil, sete apresentam relatos de espécies
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relacionadas a alguma zoonose, sendo que as familias Phyllostomidae e Molossidae
possuem espécies envolvidas em todos os tipos de zoonoses aqui abordadas
(Tabelas 1-4). Devem ser destacadas A. lituratus, D. rotundus e M. molossus, com
registros de infeccdo por todos os tipos de agentes causadores ou potenciais
causadores de zoonoses, além de apresentarem individuos positivos para a raiva
em uma ampla area geogréfica (Figuras 1 e 2; Tabelas 1-4).

A espécie frugivora A. lituratus, apresentou individuos infectados por espécies
de Leishmania, Trypanosoma, Lyssavirus, Leptospira, Rickettsia, Cryptococcus,
Microsporum, Candida, Aspergillus, Rhodotorula e Penicillilum. A espécie
hematoéfaga D. rotundus, apresentou infeccdo por Trypanosoma, Lyssavirus,
Alphacoronavirus, Leptospira e Coccidioides, enquanto M. molossus, espécie
estritamente insetivora, apresentou positividade para os patdgenos Leishmania,
Trypanosoma, Lyssavirus, Alphacoronavirus, Leptospira, Rickettsia, Cryptococcus,
Candida e Histoplasma. Estas espécies apresentam ampla distribuicdo geografica
na regido neotropical e, geralmente sdo abundantes e bastante comuns em &reas
urbanas (Aguiar, 2007; Fabian e Gregorin, 2007; Zortéa, 2007). Estes fatores,
somados a caracteristicas da biologia dos quirépteros como alta vagilidade devido
ao voo, torpor, hibernacéo, utilizacdo de areas domiciliares como abrigo, coldnias
numerosas, comportamento e interacdes sociais entre os individuos, podem
contribuir para a participacao significativa destas espécies no ciclo de importantes
Zoonoses.

Os resultados obtidos neste estudo contribuem para aumentar o
conhecimento sobre a atuacdo de morcegos brasileiros como reservatorio de
zoonoses. Contudo, considerando a grande extensao territorial do Brasil, e as 179
espécies de morcegos registradas no pais (Reis et al., 2013; Dias et al., 2013;

Nogueira et al., 2014), os estudos ainda sdo escassos, cobrindo areas isoladas e
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com baixa amostragem de espécimes. A maioria das espécies detectadas com
agentes etiolégicos pertence a Phyllostomidae, que possui 0 maior numero de
espécies no pais e as espécies mais abundantes (Artibeus spp, Carollia spp,
Desmodus rotundus), além de ser a mais amostrada pelo método de coleta com
redes de neblina, o mais utilizado atualmente (Reis et al.,, 2013c; Peracchi e
Nogueira, 2010). Além disso, a maioria dos estudos foi realizada com espécies de
maior porte, devido a facilidade de obten¢cédo de amostra de sangue.

Para compreender o papel das diferentes espécies na manutencdo e
transmissdo de zoonoses sdo necessarios estudos de longa duracdo sobre a
epidemiologia das zoonoses e a biologia de quirdpteros, técnicas mais sensiveis e
especificas de diagndstico, e maior amostragem de espécimes e localidades. Dados
como sexo, categoria etaria, método e local de captura devem ser informados. A
correta identificacdo de hospedeiros reservatorios € também fundamental para
definicAo de programas de monitoramento e controle de doengas infecciosas de
origem zoon@tica. Isto nem sempre é possivel, pois a maioria das identificagcbes dos
hospedeiros nos estudos consultados ndo é subsidiada por material-testemunho e
sdo realizadas em campo ou baseadas em revisbes e trabalhos taxondémicos
antigos. Algumas espécies sao dificeis de identificar, uma vez que varios géneros
apresentam conhecidos problemas taxonémicos. Dessa forma, é importante que 0s
estudos incluam sempre material-testemunho para ser encaminhado a um
especialista para identificacdo taxondmica e depositado em colecdo zoologica

acessivel, para que possa permitir consultas a posteriori.
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3.2 CAPITULO II: Anélises Cariotipica e Filogeogréafica em Cormura brevirostris

(Chiroptera, Emballonuridae)

3.2.1 Introducéao

Cormura brevirostris (Wagner, 1843), um morcego embalonurideo de tamanho
meédio (cabeca e corpo 50-60 mm, antebraco 43-50 mm), é a Unica espécie do
género Cormura W. Peters, 1867 (Hood e Gardner, 2008). A localidade-tipo foi
incialmente definida por Wagner (1843) em “Marabitanas, Rio Negro, Amazonas”
devido a um erro de Joseph Natterer. Natterer listou dois espécimes de Emballonura
brevirostris em uma lista de espécimes de Emballonura canina Temminck, 1841
(=Peropteryx macrotis - J. A. Wagner, 1843), uma das quais foi coletada em
Marabitanas (ver Carter e Dolan, 1978). A ortografia da localidade-tipo foi corrigida
para "Baraneiva"”, que corresponde a "Bananeira” ou "Cachoeira da Bananeira" no
Rio Mamoré, Rondénia, Brasil (ver Pelzen, 1883; Carter e Dolan, 1978; Jones e
Hood, 1993; Vanzolini, 1993; Hood e Gardner, 2008).

A espécie esta distribuida atualmente no sudeste da Nicardgua e sul do
Panama, na Ameérica Central e na Ameérica do Sul na Colémbia, Venezuela, Guiana,
Suriname, Equador, Peru e Brasil (Hood e Gardner, 2008). No Brasil, C. brevirostris
€ considerada uma espécie de morcego rara e pouco conhecida, com muito poucos
registros em colecbes de museus. A espécie ocorre em florestas priméarias e areas
abertas associadas a riachos e ambientes Umidos (Handley, 1976; Reis et al.,
2013b), e a maioria dos individuos tem sido coletados a altitudes abaixo de 500
metros (Handley, 1976; Jones e Hood, 1993). Poucos registros sao conhecidos dos
estados do Amazonas (Handley, 1967; Reis, 1984; Reis e Peracchi, 1987; Sampaio
et al., 2003), Amapa (Silva et al., 2013), Maranhao (Snethlage, 1926), Para (Vieira,
1955; Piccinini, 1974; Bernard, 2001a; Marques-Aguiar et al., 2003) e Ronddnia

(Jones e Hood, 1993; Hood e Gardner, 2008; Reis et al., 2013b). Um registro no
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estado do Mato Grosso (e.g., Tavares et al., 2008; Peracchi et al., 2011; Reis et al.,
2013) estad aparentemente equivocado porque segue Carter e Dolan (1978), que
inicialmente considerou "Bananeira” como localizada no Mato Grosso, em vez de
Rondonia.

O caridtipo de C. brevirostris foi descrito pela primeira vez para um individuo da
Colémbia, de Leticia, departmento do Amazonas, com numero diploide (2n) de 22 e
namero fundamental (NF) de 40, um cromossomo X muito grande, que representa
20% a 30% do complemento cromossdmico haploide, e um pequeno cromossomo Y
metacéntrico (Baker e Jordan, 1970). Posteriormente, uma fémea e seis machos de
C. brevirostris de Nickerie e Para, no Suriname (Baker et al., 1981a), mostraram um
cariotipo similar ao descrito para a Colémbia. Entretanto, uma fémea de outra
localidade do Suriname, Marowijne (Hood e Baker, 1986), mostrou 0 mesmo 2n, NF,
e cromossomo sexual X, mas com uma pequena diferenca na morfologia do
complemento autossémico.

O tamanho do cromossomo X é muito conservado em mamiferos. Normalmente,
ele representa somente cerca de 5% do genoma hapléide, e um aumento no seu
tamanho poderia ocorrer por insercédo de heterocromatina ou translocagdes entre um
autossomo e um cromossomo X (Ohno et al.1964). Nem um aumento nas bandas-C,
nem a presenga de um cromossomo Y extra, foram observados, como seria
esperado no caso de insercdo ou translocacédo, respectivamente (Hood e Baker,
1986). Um cromossomo X particularmente tdo grande descrito para C. brevirostris é
um carater incomum que permanece sem explicagao .

Analises filogenéticas das sequéncias do gene do cromossomo sexual Y Dby
(DEAD box RNA helicase Y) de C. brevirostris da Guiana, Costa Rica e Equador
mostraram trés linhagens colapsadas (Lim et al., 2008). Por outro lado, estudos

usando sequéncias do gene mitochondrial citocromo ¢ oxidase subunidade | (mt-
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Col) identificaram trés clados diferentes e bem suportados de C. brevirostris, um
com um individuo da Costa Rica, um compreendendo individuos do Equador e outro
compreendendo um grupo-irméo formado por individuos da Guiana e do Suriname
(Clare et al., 2011).

O objetivo deste estudo é analisar as relagbes filogenéticas e a variacdo

cariotipica de Cormura brevirostris.

3.2.2 Material e Métodos

Material

A amostra estudada, corresponde a um macho adulto sem evidéncia de
atividade reprodutiva, identificado como C. brevirostris de acordo com as descri¢cdes
de Hood e Gardner (2008).

O espécime foi coletado em 25 de fevereiro de 2002 pelos Drs. F. Scarlate e C.
R. Bonvicino (numero de campo, CRB 2511), durante um inventario de morcegos
realizado no municipio de Barcelos, no norte do estado do Amazonas, Brasil. Os
morcegos foram coletados principalmente com redes de neblina, no sub-bosque (até
3 m de altura), que permaneceram abertas durante as primeiras trés horas ap0s o
anoitecer. Também foram utilizadas redes de neblina abertas acima do sub-bosque
(cerca de 5 metros) e procura de abrigos. O esforco amostral consistiu em 16 noites
de redes de neblina, com 176 morcegos coletados, mas apenas uma amostra de
Cormura foi coletada. Os espécimes-testemunhos de Cormura brevirostris foram
depositados no Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro (MN), Rio
de Janeiro, Brasil, com o numerode catalogo MN 69237, preservado em alcool 70°
GL, com seu esqueleto removido e limpo. O comprimento do antebraco e onze

medidas cranianas foram obtidas usando paquimetro (precisédo de 0.01 mm)
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seguindo o critério decrito por Vizotto e Taddei (1973).

Localidade de coleta

O local de coleta faz parte de uma regido localizada no norte da bacia
Amazonica, perto da fronteira do Escudo da Guiana, rodeado por grandes extensdes
de floresta de planicie umida ao sul, leste e oeste. Ao norte, essas florestas de
baixada estdo contidas no segmento Venezuelano das terras altas da Guiana
(Figura 3). Um intenso esforc¢o foi realizado na regido, com localidades amostradas
em ambos os lados do Rio Negro, nos rios Araca e Padauari, os dois maiores
afluentes da margem esquerda, e os rios Curuduri e Preto, e na margem direita, ao
longo da estrada Barcelos - Rio Caurés. O exemplar estudado foi coletado no
Igarapé Japomeri (0°20’51”N, 64°00°'28"W), afluente da margem esquerda do Rio
Padauari, afluente da margem esquerda do Rio Negro.

Preparacées cromossdmicas

As células em suspenséao foram obtidas no campo de acordo com Andrade et al.
(2004) e as analises citogenéticas foram realizadas no laboratério, ap6s a coloragéo
das laminas com solucdo de Giemsa a 5%. A deteccdo das regibes de
heterocromatina constitutiva foi realizada com hidréxido de bario (Bandeamento-
CBG), de acordo com Sumner (1972), apos descolorir as laminas com coloracao de
Giemsa e rehidratar as mesmas com série alcodlica 100%, 70% e 50%. As
fotografias foram tiradas com microscopio oOptico (Axioskop ZEISS). As imagens
foram editadas e os caridtipos foram montados usando o programa Adobe
Photoshop® CS, verséo 6.

Obtencdo, amplificacdo, sequenciamento

A extracdo de ADN utilizou fragmentos de figado preservados em alcool
absoluto seguindo o protocolo de fenol-cloroférmio (Sambrook e Russel, 2001). Trés

marcadores, dois mitocondriais e um nuclear foram usados. O gene mitocondrial
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citocromo b (mt-Cytb) completo, cerca de 1140 pares de base (pb) foi amplificado
por PCR (“polymerase chain reaction”) usando os iniciadores LGL 765 e LGL 766
(Bickham et al., 1995), com desnaturacao inicial a 94°C durante 2 min, seguido de
36 ciclos de desnaturagdo a 94°C (45s), anelamento a 50°C (30s), extensdo a72°C
(2,5 min) e extensdo final a 72°C (4 min). O gene mitocondrial citocromo oxidase ¢
subunidade | (mt-Co1) parcial, com cerca de 655 pb, foi amplificado por PCR com os
iniciadores FishF1-COIl e FishR1-COIl (Ward et al., 2005), usando a seguinte
ciclagem com "touchdown”: desnaturagéo inicial a 94°C (2 min), seguido de cinco
ciclos de desnaturacdo a 94°C (30s), anelamento a 58°C (30s), extenséo a 72°C (1
min), cinco ciclos a 94°C (30s), anelamento a 56°C (30s), extens&o a 72°C (1 min),
25 ciclos de desnaturacdo a 94°C (30s), anelamento a 54°C (30s), extensdo a 72°C
(1 min), e extensao final a 72°C (4 min). Um pequeno fragmento do gene DEAD box
RNA helicase Y (Dby) de 302 pb foi amplificado por PCR com os inciadores HDBY7F
e HDBY7R (Hellborg and Ellegren, 2003), usando a seguinte ciclagem:
desnaturacgdo incial a 94°C (2 min), seguida de 36 ciclos de desnaturacdo a 94°C
(45s), anelamento a 54°C (30s), extensdo a 72°C (2,5 min) e extenséao final a 72°C
(4 min). Os produtos de PCR foram purificados usando GFX PCR DNA and “Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare)”. As reacfes de sequenciamento do mt-Cytb
foram realizadas utilizando os mesmos iniciadores de amplificacdo mais o0s
iniciadores internos CB-inl e CB-in2 (Cassens et al., 2000). O sequenciamento dos
genes mt-Col and Dby foram realizados utilizando os mesmos iniciadores de
amplificagéo, respectivamente.

Analises e reconstrucdes filogenéticas

Os eletroferogramas foram checados manualmente usando 0s programas
Chromas versao 1.45 (MacCarthy, 1998) e Chromas Pro versao 1.41 (“Technelysium

Pty Ltd”). As distancias genéticas foram estimadas com Kimura-2 parametros
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(Kimura, 1980) utilizando o programa “Molecular Evolutionary Genetics Analyses”
(MEGA, versdo 6; Tamura et al., 2013). O modelo de evolucdo para as analises
filogenéticas foi escolhido pelo critério de informacdo Bayesiana (BIC) usando o
ModelGenerator, versdo 0.85 (Keane et al., 2006). Os modelos escolhidos para os
conjuntos de dados do mt-Cytb foi HKY (Hasegawa et al., 1985) + |, para o0 mt-Col
HKY(Hasegawa et al., 1985) + | + G, e para o Dby foi K80 (Kimura, 1980).

As topologias de méxima verossimilhanca (MV) foram obtidas por busca
heuristica, com o programa PhyML3.0 (Guindon e Gascuel, 2003), utilizando o
procedimento de bootstrap para o suporte dos ramos. As analises Bayesianas (IB)
de probabilidade posterior foram realizadas com o programa Mr.Bayes 3.1 (Ronquist
& Huelsenbeck, 2003) usando cadeia de Markov Monte Carlo com diferentes
nameros de geracdes. A probabilidade posterior (pp) da analise Bayesiana foi
calculada através de arvores que foram amostradas a cada 100 geracbes, apos
remocao de 10% das geracdes iniciais.

A rede de haplotipos de Median-joining (MJ) foi utilizada para analisar filogenia a
intraespecifica e avaliar a estrutura populacional e padrbes de distribuicdo
geografica, utilizando-se o programa NETWORK (Bandelt et al.,1999; Posada e

Crandall, 2001).
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Figura 3 — Localidades dos espécimes de Cormura brevirostris usados nas analises cariotipicas
(circulos), moleculares (quadrados), ambas as andlises (tridngulo), e localidade-tipo (estrela). Brasil:
estado do Amazonas (1) Barcelos; Coldmbia (2) Leticia; Suriname (3) Nickerie, (4) Para,
(5)Marowijine, (6) Sipaliwini; Costa Rica (7) Limon; Equador (8) Napo; Guiana (9) Essequibo Island-
West Demerara (10) Upper Demerara-Berbice, (11) East Berbice-Corentyne,(12) Potaro-Siparuni,(13)
Upper Takutu-Upper Essequibo. Localidade-tipo: Bananeiras, Rio Mamoré, Rondonia.

Para as analises concatenadas de inferéncia Bayesiana foram usados o0s
mesmos modelos para cada conjunto de dados e para a Maxima Verossimilhanca o
modelo usado foi GTR+I+G. Adicionalmente as sequéncias aqui obtidas para o mt-
Cytb (GenBank), mt-Col (GenBank) e Dby (GenBank), sequéncias de C. brevirostris
do Genbank foram usadas nas andlises filogenéticas, duas sequéncias de mt-Cytb,
uma do Equador (EF584158) e uma da Costa Rica (EF584159), 41 do mt-Col
(Tabela 6), e trés do Dby do Equador (EF584301), Guiana (EF584302) e Costa Rica
(EF584300).

Para as analises filogenéticas do mt-Cytb, mt-Col, Dby e dados concatenados,
as mesmas cinco espécies foram usadas como grupo-externo: Peropteryx
leucoptera (numeros de acesso GenBank EF584175, EF080540, EF584313,
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EF584174), Diclidurus isabellus (EF584166, EF080335, EF584305), Cyttarops alecto
(EF584162, EF5080320, EF584303, JF446594, EF584160), Balantiopteryx plicata
(EF584154, JF446726, EF584299), e Saccopteryx bilineata (EF584199, JF435725,

JF458506, JF435695), respectivamente.

3.2.3 Resultados
Morfologia

As medidas e a morfologia do espécime estudado se encaixam naquelas
conhecidas para C. brevirostris (Figura 4). Em comparacdo com espécimes de
Cormura da Costa Rica e Guiana, o espécime de Barcelos tem: cranio mais curto e
globoso, profunda emarginacdo na extremidade posterior do palato que vai além da
margem anterior da fissura esfenorbital, rostrum mais curto, fileira de dentes
superiores mais curtas, molares superiores mais robustos (particularmente o terceiro
molar), e a porcao posterior do cranio, formada por uma regido supraoccipital,
suavemente projetada além da linha dos condilos occipitais. Por outro lado,
espécimes da Costa Rica e Guiana tém cranios mais alongados, rostro mais longo e
fileira de dentes superiores e regides posteriores do cranio que sao da linha dos
condilos occipitais. Adicionalmente, o espécime da Guiana tem uma emarginacao
moderada na extremidade posterior do final do palato aproximadamente no nivel da

borda anterior da fissura esfenorbital (Figura 4).
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Tabela 5- Medidas selecionadas de Cormura brevirostris do Brasil (estado do Amazonas, Barcelos),
Guiana Francesa, Suriname’ e localidades das Américas Central e do Sul (CSA). 1= presente estudo,
um macho, 2= Simmons e Voss (1998), 16 machos e 16 fémeas (medidas externas), 6 machos e 6
fémeas (medidas cranianas), 3= Brosset e Charles-Dominique (1990), 2 machos e 4 fémeas, 4=
Husson (1978), 10 machos e fémeas combinados, incluindo o holotipo Myropteryx pullus Miller, 1906,
5= Sanborn (1937), 32 machos e fémeas combinados.

Guiana Guiana

Medidas Brasil* ) s Suriname®
Francesa Francesa

Comprimento do antebraco 46,9 44,5-49,0 44,0-50,0 415-47,0 43,3-49,8
Maior comprimento do cranio i i i i
(excluindo os incisivos) 15,4 13,7-14,9 15,4-16,0 15,1-15,8 15,0-16,7
Comprimento do condilo- 143 i i 13,6-143  13,6-15,7
incisivo
Comprimento da série de 6,5 5,9-6,5 5,8-6,5 6,2-6,3 6,1-6,8
dentes superiores
Largura através dos cingulos 39 i i 37-3,8 3.6-4,3
dos caninos superiores
Largura do pés-orbital 3,0 - 3,0-3,3 2,7-3,2 2,8-3,5
Largu_ra através dos molares 74 7.0-7.6 7277 6.9-7.4 6.6-7.9
superiores
Largura da caixa craniana 8,0 - - 7,5-7,8 7,2-8,3
Largura zigomatica 10,1 9,6-10,4 9,5-10,0 9,6-10,0 9,4-10,1
Largura mastoide 8,9 - - 8,3-8,8 8,5-9,1
Comprimento mandibular 10,9 - 11,2-11,7 11,0-11,3 -
Comprimento da série de 6.5 i 6.7-7.6 6.3-6,6 i

dentes inferiores

Cariétipo

O cariotipo de Cormura brevirostris macho MN69237 mostrou 2n= 22 e NF= 40
(Figura 5). O complemento autossdmico consiste de um par de Cromossomos
metacéntricos muito grandes, duas vezes o0 tamanho de qualquer outro
cromossomodo complemento, e nove pares de cromossomos metacéntricos ou
submetacéntricos médios. O cromossomo sexual X €& um submetacéntrico de
tamanho médio a pequeno e o cromossomo Y €& o menor metacéntrico do
complemento cromossémico (Figura 5a). Todos 0s cromossomos apresentam
bandas pericentroméricas  conspicuas de  heterocromatina  constitutiva

(bandeamento-CBG), inclusive no cromossomo X, com a banda C-positiva ocupando
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a regido centromérica e todo o braco curto, € 0 cromossomo Y com heterocromatina

constitutiva apenas no brago longo(Figura 5b).

Figura 4 — Cranio de Cormura brevirostris do (a) Brasil (macho MN69237), (b) Costa Rica e (c)

Guiana.
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Figura 5 - Caridtipo de Cormura brevirostris macho CRB2511 com 2n=22 e NF=40, (a) coloracao
convencional de Giemsa, (b) bandeamento-CBG. XY= par sexual masculino.

Filogeografia

A sequéncia do mt-Col de C. brevirostris aqui sequenciada mais 41 sequéncias
retiradas do GenBank mostraram 29 hapl6tipos, quatro deles presentes em mais de
um espécime (Tabela 6). Dois individuos, um da Guiana e outro do Suriname
compartiiham o haplétipo H2, outros dois individuos da Guiana compartiiham o
haplétipo H6, e dois outros individuos da Guiana compartilham o haplétipo H10. Dois
individuos do Equador compartiham o haplétipo H16. Analises de MV e IB
confirmam Cormura como um género monofilético, ambas com alto suporte.
Entretanto, analises de MV mostraram Cormura dividido em dois clados, um com C.
brevirostris da Costa Rica, e outro cladocom amostras da América do Sul (Brasil,
Equador, Guiana e Suriname), enquanto analises de IB mostraram um unico clado

(Figura 6).
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Tabela 6- Lista de individuos de Cormura brevirostris analisados com mt-Col. NUmeros dos
haplétipos (H), de campo ou de acesso ao GenBank, localidades de coleta e referéncias bibliogréaficas
(Refs). BR=Brasil, CR= Costa Rica, EC= Equador, GY=Guiana, SR= Suriname. 1= presente estudo,
2= Clare et al. (2011).

H No.campo/Acesso Genbank Localidades Refs
1 JF446593 CR: Limon 2
JF459123, JF454598, JF454596, GY: Potaro-Siparuni and Upper Takutu-
2 EF080308, EF080305-306, Upper Essequibo; 2
EU096707-708, HQ545652 SR: Sipaliwini, Sipaliwini
3 JQ600011 GY: Potaro-Siparuni 2
4 JF454611 GY: Upper Takutu-Upper Essequibo 2
5 JF454609 GY: Upper Demerara-Berbice 2
6 JF454608, JF454603 GY: Potaro-Siparuni 2
7 JF454607 GY: Potaro-Siparuni 2
8 JF454605 GY: East Berbice-Corentyne 2
9 JF454604 GY: Potaro-Siparuni 2
10 JF454602, JF454600 GY: Potaro-Siparuni 2
11 JF454599 GY: Potaro-Siparuni 2
12 JF454594 GY: Essequibo Island-West Demerara 2
13 JF454593 GY: Upper Takutu-Upper Essequibo 2
14 JF454592 GY: Upper Takutu-Upper Essequibo 2
15 JF448840 EC: Napo 2
16 JF448839, JF448835 EC: Napo 2
17 JF448838 EC: Napo 2
18 JF448837 EC: Napo 2
19 JF448836 EC: Napo 2
20 JF448834 EC: Napo 2
21 EU096706 SR: Sipaliwini, Sipaliwini 2
22 EU096705 SR: Sipaliwini, Sipaliwini 2
23 EU096704 SR: Sipaliwini, Sipaliwini 2
24 EU096703 SR: Sipaliwini, Sipaliwini 2
25 EU096702 SR: Sipaliwini, Sipaliwini 2
26 EU096701 SR: Sipaliwini, Sipaliwini 2
27 EF080309 GY: Upper Takutu-Upper Essequibo 2
28 EF080307 GY: Upper Takutu-Upper Essequibo 2
29 CRB2511 BR: Amazonas state, Barcelos 1
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Figura 6 - Topologia de MV de Cormura brevirostris com mt-Col. Os nimeros proximos aos nos a esquerda, representam valores de bootstrap = 70 e a direita,
valores de probabilidade posterior = 0,70. Para identificacao dos haplétipo (H) veja Tabela 6.
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A sequéncia completa do mt-Cytb (1140 pb) de C. brevirostris aqui obtida, mais
duas sequéncias do GenBank mostraram trés haplotipos. Andlises de MV e IB
confirmaram o género Cormura como monofilético com o haplétipo de C. brevirostris
do Brasil agrupando com o clado contendo haplétipos do Equador e Costa Rica, com

alto suporte (Figura 7).

Brasil

100/1

Equador

80,3/0,97

-/0,87

Costa Rica

Cormura brevirostris

0,05

Peropteryx leucoptera

Cyttarops alecto

84,611

Diclidurus isabellus

Balantiopteryx plicata

Saccopteryx bilineata

Figura 7 - Topologia de MV de Cormura brevirostris com mt-Cytb. Os nimeros a esquerda do trago
representam valores de bootstrap = 70 e os valores a direita representam valores de probabilidade
posterior = 0,70.
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A sequéncia parcial do Dby (302 pb) de C. brevirostris aqui obtida mais trés
sequéncias do GenBank mostraram trés haplétipos, um deles compartilhado com
amostras da Costa Rica e Equador, com distancia genética estimada variando de
0,4% a 1,1%. Analises de MV e IB confirmaram Cormura como um género
monofilético com trés linhagens colapsadas formadas por amostras da Costa Rica,

Equador, Guiana e Brasil (Figura 8).

—H1 Brasil

100/1

H2 Costa Rica and Equador

Cormura brevirostris

—H3 Guiana

Balantiopteryx plicata

74.8/-

Cyttarops alecto

98,2/1

L Diclidurus isabellus

Peropteryx leucoptera

Saccopteryx bilineata

Figura 8 - Topologia de MV de Cormura brevirostris com Dby. Os nimeros a esquerda do trago
representam valores de bootstrap = 70 e os valores & direita representam os valores de probabilidade
posterior = 0,70.
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Os dados concatenados mostraram C. brevirostris do Brasil agrupado com o
haplétipo do Equador, com o haplétipo da Costa Rica como grupo-irméo (Figura 9).

As analises de MJ com dados do mt-Col mostraram populacdes estruturadas
com trés linhagens, Costa Rica (CR), Guiana e Suriname (GS) e Equador e Brasil
(EB). Existem pelo menos 36 sitios variaveis e um vetor médio separando os
haplétipos da linhagem CR da linhagem GS, que esta separada dos haploétipos da
linhagem EB por no minimo 14 sitios variaveis e dois vetores médios. A linhagem

GS forma uma rede complexa com muitos vetores médios e muitas substituicbes
nucleotidicas (Figura 10).
Brasil

100/ 1 ey

0,03

Cormura brevirostris

Costa Rica

-/0,98

Peropteryx leucoptera

Cyttarops alecto

92,5/ -

Diclidurus isabellus

80,3/ -

Balantiopteryx plicata

Saccopteryx bilineata

Figura 9 - Topologia de MV de Cormura brevirostris com dados concatenados do mt-Cytb, mt-Col e
Dby. Os numeros a esquerda do traco representam valores de bootstrap = 70 e os valores a direita
representam os valores de probabilidade posterior = 0,70.
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Figura 10 - Rede de haplotipos (Median-Joining) de Cormura brevirostris com mt-Col. O tamanho dos
circulos vermelhos corresponde ao numero de individuos de cada haplétipo. Tridngulos pretos
indicam vetores médios. Numeros préximos as linhas indicam o numero de substituicbes
nucleotidicas.

3.2.4 Discussao

Morfologia e Caribtipo

Analises morfologicas confirmaram a identificacao de C. brevirostris (Figura 4), e
analises carioldégicas mostraram variacdo. O cariotipo do espécime macho brasileiro
agui obtido mostrou 2n=22 e FN=40, similar aos descritos para individuos da
Colémbia (Baker e Jordan, 1970) e Suriname (Baker et al., 1981; Hood e Baker,
1986). Entretanto, apesar da aparente similaridade nos nuameros diploides e
fundamentais eles sdo um pouco diferentes, sugerindo a existéncia de pelo menos
trés cariomorfotipos (K) atribuidos aos espécimes de C. brevirostris, compartilhando
o mesmo 2n e NF, mas diferindo no complemento autossémico e no cromossomo

sexual X. K1 de espécimes das localidades na Colombia e Nickerie e Para no
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Suriname (Baker e Jordan, 1970; Baker et al., 1981) tem como cromossomo X O
maior cromossomo do complemento, quase o dobro do tamanho de qualquer outro
Cromossomo, e 0 primeiro par autossomico com tamanho uma vez e meia maior que
qualquer outro par autossémico. K2 de individuos de Marowijne, outra localidade no
Suriname (Hood e Baker, 1986), tem o cromossomo X como 0 maior do
complemento e quase o dobro do tamanho de qualquer outro cromossomo, e 0s
pares cromossdmicos decrescendo suavemente em tamanho de médio a pequeno.
K3 do espécime brasileiro aqui descrito tem o cromossomo X de tamanho médio a
pequeno, e 0 primeiro par autossomicocomo o maior do complemento e quase o
dobro do tamanho de qualquer outro par.

Os cariomorfotipos 1 e 2 sdo mais similares e diferem do cariomorfotipo do Brasil
na morfologia do cromossomo X, que é o maior cromossomo do complemento
(quase o dobro do cromossomo) na Colémbia e no Suriname (Baker e Jordan, 1970;
Baker et al., 1981; Hood e Baker, 1986), enquanto no espécime brasileiro o maior
cromossomo é um autossomo. O espécime brasileiro (K3) mostrou um cromossomo
X submetacéntrico de médio a pequeno e um cromossomo Y pequeno, 0 menor do
complemento. O padrdo de bandas-CBG desse par sexual sugere que ele
corresponde ao par heteromorfico autossémico dos espécimes de Marowijne (K2)
(Hood e Baker, 1986). O maior cromossomo do par heteromorfico de Marowijne
mostrou um padréo de bandas-C idéntico ao cromossomo X do espécime brasileiro,
enquanto o0 menor cromossomo do par heteromorfico de Marowijne mostrou
homologia parcial com o Y do Brasil. No espécime brasileiro (K3), o cromossomo Y
apresenta heterocromatina constitutiva somente no brago longo, enquanto no
caridtipo dos espécimes de Marowijne (K2) este cromossomo apresenta um bloco
grande de heterocromatina constitutiva. O padrdo comum do cromossomo Y em

morcegos € parcialmente ou totalmente heterocromatico, mas uma variagao
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consideravel na heterocromatina constitutiva pode ocorrer em diferentes espécies
(Santos e Souza 1998; Waters et al., 2007). Os dados indicam que o espécime de
Marowijne (Hood e Baker, 1986) foi equivocadamente identificado como fémea. Se
esta hipotese for verdadeira, entdo existiiam apenas dois cariomorfotipos de
Cormura brevirostris.
Filogeografia

Analises filogenéticas com dois genes mitocondriais e um nuclear confirmam a
monofilia de Cormura. A andlise de MV do mt-Col, realizadas com 657 pares de
bases, colocaram amostras da Costa Rica como uma linhagem separada de todas
as outras (Brasil, Equador, Guiana e Suriname), topologia ndo recuperada na
andlise de IB, onde todas as amostras ficaram agrupadas. Ambas as analises
mostraram um clado com haplétipos do Brasil e Equador, mas com suporte muito
baixo. Este arranjo foi recuperado pela analise de “median-joining” de C. brevirostris
com o mt-Col onde muitas substituicbes nucleotidicas separaram o haplétipo da
Costa Rica (grupo 1) dos haplétipos da Guiana e Suriname (grupo 2), que
separaram haplotipos do Brasil e Equador também por varias substituicdes
nucleotidicas. Analises do Dby mostraram todos os haplétipos de C. brevirostris
colapsados, com individuos da Costa Rica e Equador compartilhando o mesmo
haplétipo (H2). Analises de MV e IB com o mt-Cytb realizadas com o gene completo
colocaram o Brasil separado do clado formado por Costa Rica e Equador. Esta
topologia é similar as andlises de Dby, onde individuos da Costa Rica e Equador
compartilham o mesmo haplétipo (H2). Os dados concatenados com mt-Col, mt-
Cytb and Dby mostraram hapl6tipos do Brasil e Equador em um clado com haplétipo
da Costa Rica como grupo-irméo (Figura 9).

Os primeiros estudos filogeograficos com morcegos Neotropicais ndo mostraram

estruturacdo populacional, o que foi atribuido a grande vagilidade da maioria dos
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morcegos, levando a altos niveis de fluxo génico (Ditchfield, 2000). Entretanto,
algumas espécies tém mostrado estruturacdo populacional relativa a sua origem
geografica como Desmodus rotundus (Martins et al., 2009) e Artibeus obscurus
(Ferreira et al., 2014).

Uma estruturacdo populacional genética em C. breviriostris foi fortemente
sugerida pelas analises de “network” com mt-Col, e sua separacdo tem uma
correspondéncia geografica. Este dado corroborou um estudo anterior com mt-Col
onde estas trés linhagens foram recuperadas (Clare et al., 2011). Estes autores
mostraram linhagens intraespecificas profundas em C. brevirostris, e sugeriram que
este tAxon necessita de estudos taxondmicos adicionais.

Andlises de MJ e concatenada separaram haplétipos da Costa Rica de todos os
outros, como era esperado porque a localidade da Costa Rica esta no minimo a
1300 km de distancia das demais. A separacao dos haplétipos da Guiana e
Suriname dos haplotipos brasileiros nas analises de MJ néo esté relacionada a
distancia geografica, porque estas localidades s&o geograficamente proximas.
Entretanto, estas areas sao separadas pelas terras altas das montanhas de
Tapirapec6, Pacaraima, Acarai e Tumucumaque, chegando a 1800 m, nas fronteiras
com a Venezuela, Guiana, Guiana Francesa e Suriname (Martins, 1942; Lim, 2012),
e regides de enclaves de Savanna conhecidas como "lavrado” e "campinarana”, com
vegetacdo aberta (Ab’Saber, 2009; Barbosa et al., 2007; Carvalho, 2009), onde C.
brevirostris aparentemente n&o ocorre.

As andlises de MJ e concatenadas agruparam haplétipos do Brasil e Equador. A
regido Amazonica brasileira e do Equador sdo conectadas por areas de florestas
preservadas, um tipo de vegetacdo que esta espécie esta sempre associada
(Bernard 2001; Reis et al., 2013b). Um padréo similar de diversificagcéo foi observado

em borboletas e vertebrados, incluindo aves e mamiferos ndo-voadores (Cracraft e
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Prum, 1988; da Silva e Oren, 1996; Bates et al., 1998; Patton et al., 2000; Ron,
2000; Hall e Harvey, 2002; Eberhard e Bermingham, 2004; Borges, 2007; Naka et
al., 2012). Este padrao mostra cladogramas congruentes com areas de endemismo
previamente descritas para aves (Cracraft, 1985), separando individuos da América
Central, Guianas e bacia Amazonica superior.

Os dados cariologicos sugeriram a presenca de mais de uma linhagem em
Cormura brevirostris, entretanto, somente o espécime brasileiro foi cariotipado,
sequenciado e analisado morfologicamente, e todos 0s outros espécimes foram
sequenciados ou cariotipados, ou morfologicamente analisados. Ndo é possivel
acessar espécimes de C. brevirostris cariotipados e sequenciados, além do
brasileiro, logo a investigagdo se esses marcadores dariam sinal filogenético
suficiente para separar essas linhagens evolutivas distintas, como identificado pelas
diferencas cariotipicas, ndo € possivel. As profundas linhagens mitocondriais
intraespecificas de Cormura brevirostris, e a presenca de pelo menos trés
cariomorfotipos em C. brevirostris sugerem que este taxon pode ser um complexo de

espécies e necessita de estudos taxondmicos adicionais.
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3.3 CAPITULO IlI: Diversidade Cariotipica e Molecular em Rhinophylla
pumillio (Rhinophyllinae: Phyllostomidae) na América do Sul

3.3.1 Introducéao

O género Rhinophylla Peters, 1865, possui trés espécies reconhecidas e
endémicas da América do Sul, Rhinophylla alethina Handley, 1966, Rhinophylla
fischerae Carter, 1966 e Rhinophylla pumilio Peters, 1865, com as duas ultimas
ocorrendo no Brasil (McLellan e Koopman, 2007; Sekiama et al., 2013a). Este
género pertence a familia Phyllostomidae, mas sua posicdo dentro da familia
apresenta controvérsias. A classificacdo baseada em dados morfoldgicos inclui este
género na subfamilia Carolliinae Miller, 1924, junto com o género Carollia Gray,
1838 (Koopman, 1994; Wetterer et al., 2000), enquanto dados citogenéticos
classicos e moleculares sugerem que Rhinophylla estd mais relacionada com as
subfamilias Stenodermatinae e Phyllostominae (Baker, 1967; Baker e Bleir, 1971;
Gomes et al.,, 2012). Estudos filogenéticos baseados em dados morfolégicos e
marcadores mitocondriais e nucleares separaram o0 género Rhinophylla na
subfamilia Rhinophyllinae e o género Carollia na subfamilia Carolliinae (Baker et al.,
2003).

Rhinophylla pumilio apresenta a maior distribuicdo geografica do género,
ocorrendo na Colémbia, Equador, Peru, Bolivia, Guianas, Suriname, Venezuela e
Brasil e sua localidade-tipo é no estado da Bahia, Brasil (Koopman, 1994; Eisenberg
e Redford, 2001; Simmons, 2005). No Brasil, R. pumilio tem registros para
localidades nos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Mato Grosso, Para, Rondonia,
Espirito Santo e Roraima (Peracchi et al., 2006; Bernard et al., 2011). Esta espécie
monotipica foi a Unica do género até 1966, quando Handley descreveu Rhinophylla
alethina da Colémbia e, em seguida Carter descreveu Rhinophylla fischerae do Peru

(McLellan e Koopman, 2007).
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A espécie R. pumillio é representada por animais de pequeno porte e comuns
ao longo de sua distribuicdo, sendo com frequéncia uma das espécies mais
abundantes em levantamentos locais (Bernard, 2001b; Simmons e Voss, 1998). Os
individuos desta espécie sdo encontrados em florestas primarias e savanas da
Amazobnia brasileira e se alimentam de uma grande variedade de pequenas
sementes de frutos do sub-bosque e médio-dossel (Bernard e Fenton, 2007; Bernard
et al, 2001). Embora os individuos de R. pumillio sejam periodicamente capturados
em redes de neblina elevadas, a maior frequéncia de captura dessa espécie ocorre
préoximo ao solo, sendo considerada especialista de sub-bosque (Bernard, 2001b).

Estudos citogenéticos com R. pumilio de varias localidades mostram uma
grande variabilidade cariotipica (Figura 11; Tabela 7): 2n=26 e NF=48 descrito para
Itajiba na Bahia (Toledo, 1973), 2n=36 e NF=62 descrito para individuos de Leticia
na Colémbia e La Paz na Bolivia (Baker e Bleier, 1971), 2n=34 e NF=64 descrito em
individuos de Brokopondo no Suriname e do Mato Grosso e oeste do Para noBrasil
(Honeycutt et al., 1980; Gomes et al., 2012), 2n=34 e NF=56 descrito em individuos
de Para no Suriname (Baker e Bickham, 1980), e 2n=34 e NF=62 descrito para
individuos da Bahia, Amazonas, nordeste do Para e llha de Marajé no Brasil (Gomes
et al., 2012).

Andlises com enzimas de restricdo e sequéncias completas do gene
mitocondrial citocromo b (mt-Cytb) indicam que Rhinophylla forma um grupo
monofilético e R. pumilio e R. fischerae sdo espécies-irmas (Wright et al., 1999).
Andlises com parte do gene mitocondrial citocromo oxidase ¢ subunidade | (mt-Col)
de individuos de R. pumilio do Equador, Guiana e Suriname mostraram uma Unica

linhagem e média da distancia intraespecifica K-2p de 0,73% (Clare et al., 2011).
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Neste estudo analisamos os cari6tipos e as relagbes filogenéticas e
filogeograficas de exemplares de R. pumillio da regido de Barcelos, no estado do
Amazonas (Figura 11; Tabela 7).

O obejtivo deste estudo € analisar as relacdes filogenéticas e a variacao

cariotipica em Rhinophylla pumilio.

3.3.2 Material e métodos

Cinco espécimes de R. pumillio foram coletados nos rios Araca e Padauari,
afluentes da margem esquerda do Rio negro, em Barcelos, no estado do Amazonas.
Os espécimes CRB2121 e MN69409 foram coletados na localidade Ucuqui
(0°45’50”N, 63°26'40”"W) as margens do Igarapé Jauari, afluente da margem direita
do Rio Aracd, afluente da margem esquerda do Rio Negro. Os espécimes MN69424
e MN69283 foram coletados no Igarapé Japomeri (0°20'51”N, 64°00°'28"W e
0°20’31,5”S, 64°00'41,7"W, respectivamente), afluente da margem esquerda do Rio
Padauari, afluente da margem esquerda do Rio Negro. O espécime MN69379 foi
coletado no km 10 da Estrada Barcelos-Caurés (1°07°32,7”’S, 62°59’3,6"W), na
margem direita do Rio Negro (Figura 11, Tabela 7).

Preparacées cromossdmicas

As células em suspensao foram obtidas no campo de acordo com Andrade et
al.(2004) e as analises citogenéticas foram realizadas no laboratério, apds a
coloracdo das laminas com solucdo de Giemsa a 5%. A deteccdo das regifes de
heterocromatina constitutiva foi realizada com hidréxido de bario (Bandeamento-
CBG), de acordo com Sumner (1972). A marcacdo das regides organizadoras de
nucléolos (Ag-RONSs) foi realizada com coloragdo de nitrato de prata, segundo a
técnica de Howell e Black (1980), com algumas modificagbes. Os padrdes de

distribuicdo das bandas-GTG foram obtidos com digestdo de tripsina, segundo a
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técnica de Seabright (1971), com modificacbes. As sequéncias teloméricas
presentes no genoma das espécies estudadas foram visualizadas em experimentos
de hibridacao “in situ” fluorescente (FISH). Para isso, foram sintetizadas sequéncias
(TTAGGG), com molécula de biotina na extremidade (Invitrogen). As fotografias
foram tiradas com microscopio 6ptico (Axioskop ZEISS). As imagens foram editadas
e os carittipos foram montados usando o programa Adobe Photoshop® CS, verséo
6.

Obtencdo, amplificacdo, sequenciamento

A extracdo de ADN utilizou fragmentos de figado preservados em alcool
absoluto seguindo o protocolo de fenol-cloroférmio (Sambrook e Russel, 2001). Dois
marcadores mitocondriais foram usados, 0s genes citocromo b (mt-Cytb) e citocromo
oxidase ¢ subunidade | (mt-Col). O mt-Cytb completo, cerca de 1140 pares de
base (pb), foi amplificado por PCR (“polymerase chain reaction”) utilizando os
iniciadores Cytb-Rhino F (5'CCAYGACYAATGRCATGAA3) e Cytb-Rhino R
(5 TAGAATMTCAGCTTTGGGTGTT3’), desenhados para este estudo. A ciclagem
utilizada foi desnaturacdo inicial a 94°C durante 2', seguido de 35 ciclos de
desnaturagdo a 94°C durante 45", pareamento a 48°C durante 45", extenséo a 72°C
durante 1'30", e extenséo final a 72°C durante 4' e 8°C infinito. O mt-Col parcial
(“DNA barcode”) de R. pumilio foi realizada utilizando os iniciadores FishF1-COIl e
FishR1-COIl (Ward et al., 2005). Foi utilizada a seguinte ciclagem: desnaturagéo
inicial a 94°C durante 2', seguido de 35 ciclos de desnaturacédo a 94°C durante 45",
pareamento a 50°C durante 30", extensdo a 72°C durante 2'30", e extenséo final
72°C durante 4', e 8°C infinito.

Para o sequenciamento do mt-Cytb utilizou-se os mesmos iniciadores de

amplificacdo, além dos iniciadores internos CB-in2 (Cassens et al., 2000) e Cit-alo
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(Bonvicino et al., 2001), e para omt-Col utilizou-se os mesmos iniciadores de

amplificagéo (FishF1-COl e FishR1-COl).
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Figura 11 — Mapa com as localidades e cariomorfotipos de R. pumilio. CoLOMBIA: (1) Leticia.
SURINAME: (2) Para, (3) Brokopondo. BRASIL: Amazonas, Barcelos (4) Rio Padauari, (5) Rio Araca, (6)
km 20 estrada Barcelos-Caurés, (7) Itacoatiara; Para (8) Juruti (9) Itaituba (10) Itaituba (11) Faro (12)
Oriximina (13) Chaves (14) Marituba (15) Belém e Santa Béarbara (16) Capanema (17) Peixe-Boi;
Mato Grosso (18) Potriguacu; Bahia (19) Ilhéus (20) Itajiba. BoLivia: (21) La Paz. Estrela azul=
Localidade-tipo, Bahia, Brasil.

Tabela 7 - Espécimes brasileiros de Rhinophylla pumilio capturados em Barcelos, Amazonas, e aqui
cariotipados, com numero de campo e/ou de museu (ldentifica¢&o), sexo (S), nimeros diploide (2n) e
fundamental (NF), e localidades de coleta. Macho (M), fémea (F), margem direita (m.d.), margem
esquerda (m.e.), lgarapé (Ig). As abreviacdes referem-se aos n° do Museu Nacional (MN), e de
campo de Cibele Rodrigues Bonvicino (CRB).

Identificacdo S 2n NF Localidades

CRB2121 36 62 M€ Rio Negro, m.d. Rio Araca, Ig. Jauari, Colocacao
Ucuaui

CRB2196 (MN69424) 36 62 m.e. Rio Negro, m.e. Rio Padauari, Ig. Japomeri

M
M
CRB2129 (MN69409) F 36 62 m.e. Rio Negro, Rio Araca m.d., Ig. Jauari, Colocacao
M
M

Ucuaui
34 64 M.d.RioNegro, km 20 Estrada Barcelos-Caurés, St
Nova Vida

30 56 m.e. Rio Negro, m.e. Rio Padauari, Ig. Japomeri

CRB2684 (MN69379)
CRB2565 (MN69283)
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Para as andlises de Rhinophylla pumilio com mt-Cytb foram utilizadas 12
sequéncias, oito sequenciadas no presente estudo e quatro do GenBank (Tabela 9).
Para as analises de R. pumilio com mt-Col foram utilizadas 17 sequéncias, sete
sequenciadas no presente estudo e dez do GenBank (Tabela 11). Foram também
incluidas nas analises sequéncias do GenBank do mt-Cytb e do mt-Col de R.
fischerae (AF187032, JF449076), R. alethina (AF187027, AF187027, JF449071), e
como grupo-externo, sequéncias de Carollia brevicauda (AF511959, JF453683),
Artibeus lituratus (DQ869393, JF448577) e Glyphonycteris daviesi (AY380747,
JF448848), respectivamente.

Andlises e reconstrucoes filogenéticas

Os eletroferogramas foram checados manualmente usando 0s programas
Chromas versao 1.45 (MacCarthy, 1998) e Chromas Pro versao 1.41 (“Technelysium
Pty Ltd”). As distancias genéticas foram estimadas com Kimura-2 parametros
(Kimura, 1980) utilizando o programa “Molecular Evolutionary Genetics Analyses”
(MEGA, versdo 6; Tamura et al., 2013). O modelo de evolucdo para as analises
filogenéticas foi escolhido pelo critério de informacdo Bayesiana (BIC) usando o
ModelGenerator, versdo 0.85 (Keane et al., 2006). Os modelos escolhidos para os
conjuntos de dados do mt-Cytb foi HKY (Hasegawa et al., 1985) + |, para o0 mt-Col
HKY (Hasegawa et al., 1985) + | + G.

As topologias de méaxima verossimilhanca (MV) foram obtidas por busca
heuristica, com o programa PhyML3.0 (Guindon e Gascuel, 2003), utilizando o
procedimento de bootstrap para o suporte dos ramos. As analises Bayesianas (IB)
de probabilidade posterior foram realizadas com o programa Mr.Bayes 3.1 (Ronquist
& Huelsenbeck, 2003) usando cadeia de Markov Monte Carlo com diferentes

nameros de geracdes. A probabilidade posterior (pp) da analise Bayesiana foi
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calculada através de arvores que foram amostradas a cada 100 geracdes, apés
remocao de 10% das geracdes iniciais.

A rede de hapl6tipos de Median-joining (MJ) foi utilizada para analisar filogenia
a intraespecifica e avaliar a estrutura populacional e padrées de distribuicdo
geografica, utilizando-se o programa NETWORK (Bandelt et al.,1999; Posada e

Crandall, 2001).

3.3.3 Resultados

Variacao cariotipica

O caridtipo com coloracdo convencional de Giemsa dos machos CRB2121,
CRB2196 (MN69424), CRB2684 (MN69379), CRB2565 (MN69283), e da fémea
CRB2129 (MN69409) de Rhinophylla pumilio mostraram trés cariomorfotipos na
regido de Barcelos (Tabela 7). O cariomorfotipo | de R. pumilio com coloracdo
convencional dos machos CRB2121 e CRB2196 e da fémea CRB2129 mostrou
2n=36 e NF=62 (Figura 12a e b; Tabela 8), com 14 pares de cromossomos
metacéntricos ou submetacéntricos, variando de grandes a pequenos e trés pares
de cromossomos acrocéntricos pequenos. O cromossomo X € um metacéntrico
médio e 0 cromossomo Y um acrocéntrico pequeno, 0 menor cromossomo do
complemento (Figura 12a). O cariétipo com bandeamento-CBG do macho CRB2121
mostrou bandas positivas nas regides pericentroméricas de todos 0s cromossomos
autossdmicos, inclusive nos cromossomos sexuais X e Y (Figura 12b)

O cariomorfotipo Il de R. pumilio com coloragdo convencional de Giemsa do
macho CRB2684 mostrou 2n=34 e NF=64 (Tabela 8), com todos os pares de
cromossomos autossémicos metacéntricos ou submetacéntricos variando de grande

a pequenos. O cromossomo X é um metacéntrico médio, e o cromossomo Y um
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acrocéntrico pequeno, correspondendo ao menor cromossomo do complemento
(Figura 12c).

O carimorfotipo Il de R. pumilio com coloragdo convencional de Giemsa do
macho CRB2565 mostrou 2n=30 e NF=56 (Figura 13a; Tabela 8) com todos os
pares de cromossomos autossdmicos metacéntricos ou submetacéntricos com
tamanho variando de grandes a pequenos. O cromossomo X é um metacéntrico
grande e 0 Y um cromossomo acrocéntrico, correspondendo ao menor cromossomo
do complemento (Figura 13a). O cariétipo com bandeamento-GTG possibilitou o
pareamento de praticamente todos os cromossomos (Figura 13b). O cari6tipo com
bandeamento-CBG mostrou bandas positivas nas regides pericentroméricas de
todos os cromossomos autossémicos. O cromossomo X apresenta bandas mais
conspicuas, se estendendo até parte do braco curto e do braco longo e o
cromossomo Y apresenta parte do braco longo heterocromatico (Figura 13c). O
cariétipo com coloracdo de nitrato de prata mostrou marcacgbes de Ag-RONs na
regido proximal do braco longo do par cromossdmico nimero 13 (Figura 13d). O
cariotipo com FISH de sonda telomérica mostrou sinais de hibridizacdo na regido
terminal de todos os cromossomos de todas as metéfases analisadas, com
variagbes na intensidade entre os cromossomos. Além dessas marcacgfes, foram
observados sinais nas regides centroméricas do 1°, 2° 5° 6°, 8° 9° e 13° pares

cromossOmicos e no cromossomo sexual X (Figura 13e).
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Figura 12 — Cariomorfotipo | de Rhinophylla pumilio macho com 2n=36 e NF=62, (a) CRB2196 com
coloracéo convencional de Giemsa, (b) CRB2121 com bandeamento-CBG, (c) cariomorfotipo Il de R.
pumilio macho CRB2684, com 2n=34 e NF=64, com coloragdo convencionalde Giemsa. XY = par
sexual masculino.
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Figura 13 - Cariomorfotipo Ill de Rhinophylla pumilio macho CRB2565 com 2n=30 e NF=56, (a)
coloragéo convencional de Giemsa, (b) bandeamen to-GTG, (c) bandeamento-CBG, (d) marcacéo de
Ag-RONSs, (e) FISH de sondas teloméricas. XY = par sexual masculino.
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Tabela 8 - Cariomorfotipos de Rhinophylla pumilio, discriminando os numeros diploide (2n) e
fundamental (NF), a morfologia dos cromossomos X e Y, localidades de coleta e referéncias
bibliograficas (Refs), 1= Baker e Bleier (1971); 2= Toledo (1973); 3= Baker e Bickham (1980); 4=
Honeycutt et al. (1980); 5= Noronha et al. (2004); 6= Gomes et al. (2012). 7- presente estudo.
Estados brasileiros: AM= Amazonas, BA= Bahia, MT= Mato Grosso, PA= Par4.

2n  NF X Y Localidades Refs
26 48 M A Brasil: BA, Itajiba 2
34 - - - Brasil: PA, Sta. Rosa e Vila de Tacajos 5
34 56 - - Suriname: Para, Saramacca 3
34 64 M/SM A Suriname: Brokopondo 4

Colbmbia: Leticia. Bolivia: La Paz.
36 62 M A Brasil: AM, Barcelos 1.7

Brasil: BA, llhéus; AM, ltacoatiara;

34 62 M A nordeste PA e llha de Maraj6 6

34 64 M A Brasil: Oeste PA; MT, Potriguacu; AM 6.7
Barcelos

30 56 M A Brasil: AM, Barcelos 7

Anélises Filogenéticas

Nas analises de Rhinophylla pumilio com mt-Cytb foram incluidas 11
sequéncias e identificados 11 hapl6tipos (Tabela 9). A média das estimativas de
distancia genética K-2p intragenérica entre os haplétipos de mt-Cytb de Rhinophylla
foi de 8,71%, e as interespecificas foram 20,9% entre R. pumilio e R. alethina, e
13,95% entre R. pumilio e R. fischerae. A média das estimativas de distancia
genética K-2p intraespecifica de Rhinophylla pumilio foi 1,23%, entre haplotipos do
Amazonas (presente estudo) foi 0,39, entre hapl6tipos do Amazonas e Peru foi
1,09%, e entre hapl6tipos do Amazonas e da Guiana Francesa foi 3,96% (Tabela

10).
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Tabela 9- Lista das amostras de Rhinophylla pumilio utilizadas nas andlises com mt-Cytb,
especificando o haplétipo (H), n° de campo ou de acesso do GenBank (Identificac&o), localidades de
coleta e n° de pares de base (pb) sequenciados, e referéncias bibiogréaficas (Refs). Ig= Igarapé, m.e.=
margem esquerda, m.d.= margem direita. As abreviacdes referem-se ao n° de campo de CRB= Cibele
Rodrigues Bonvicino. GF= Guiana Francesa, PE= Peru. Estado brasileiro (BR): Amazonas (AM). 1=
Wright et al. (1999), 2= presente estudo.

H Identificac&o Localidade pb Refs

1 CRB2565 BR: AM,_BarceIos, m.e. Rio Negro, m.e. Rio Padauari, Ig. 1138 2
Japomeri

> CRB2656 BR: AM,_BarceIos, m.e. Rio Negro, m.e. Rio Padauari, Ig. 1140 2
Japomeri

3 CRB2658 BR: AM,_BarceIos, m.e. Rio Negro, m.e. Rio Padauari, Ig. 1140 2
Japomeri

4 CRB2662 BR: AM,_BarceIos, m.e. Rio Negro, m.e. Rio Padauari, Ig. 1140 2
Japomeri

5 CRB2196 BR: AM,_BarceIos, m.e. Rio Negro, m.e. Rio Padauari, 1g. 1140 2
Japomeri

6 CRB2129 BR: A_M, Barcelgs, m.e. Rlo Negro, m.d. Rio Araca, Ig. 1138 2
Jauari, Colocagéo Ucuqui

v CRB2121 BR: A_M, Barcelgs, m.e. Rlo Negro, m.d. Rio Araca, Ig. 1140 2
Jauari, Colocagéo Ucuqui

8 CRB2671 BR: AM,_BarceIos, m.e. Rio Negro, m.e. Rio Padauari, 1g. 1140 2
Japomeri

9 AF187029 GF: Paracou, Sinnamary 1140 1

10 AF187031 PE: Loreto Quebrada Aguas Negras 1140 1

11 AF187030 PE: Loreto Quebrada Aguas Negras 1140 1

As analises de IB e MV de Rhinophylla com mt-Cytb foram realizadas usando
o modelo evolutivo de substituicio de bases GTR - General time reversible
(Rodrigues et al., 1990) + I (sitios invariaveis). As reconstrucdes filogenéticas foram
iguais para ambas as analises e apenas a topologia de MV foi apresentada (Figura

14).
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Tabela 10 — Estimativas de distancia genética Kimura 2-parametros (%) entre os haplétipos (H) de Rhinophylla com mt-Cyth. Para identificacdo dos haplétipos veja
tabela 9.

H Espécie H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13

1 R. pumilio

2 R.pumilio  0.18

3 R.pumilio 0,18 0,35

4 R.pumilio  0.35 053 0,53

5 R. pumilio 0,35 0,53 0,53 0,35

6 R pumilo 044 062 062 044 009

7 R. pumilio 0,18 0,35 0,35 0,53 0,53 0,62

8 R. pumilio 0,09 0,09 0,26 0,44 0,44 0,53 0,26

9 R. pumilio 3,80 3,90 4,00 3,99 4,00 4,10 4,00 3,90

10 R. pumilio 0,71 0,89 0,89 0,89 0,89 0,98 0,89 0,80 3,61
11  R. pumilio 1,16 1,34 1,34 1,34 1,34 1,44 1,34 1,25 3,70 0,62

12 R fischerae 18,32 1801 1863 1860 1847 1867 1832 1817 19,39 18,27 1851
13 R alethina 21,52 2152 2152 2149 2152 21,74 2152 21,35 2270 21,79 22,04 2031
14 R alethina 21,68 2168 21,68 2165 21,68 2190 2168 2152 2322 21,96 2221 2047 1,08
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As analises mostraram o monofiletismo de Rhinophylla (bootstrap 99,6%, pp
1) com R. alethina divergindo primeiro, seguida do clado formado por R. fischerae e
R. pumilio. A espécie R. pumilio também se mostrou monofilética (bootstrap 100%,
pp 1), dividida em trés clados, com uma politomia: clado A formado por trés
amostras de Barcelos (H4, H5 e H6), clado B formado por cinco haplétipos de
Barcelos (H1, H3, H7, H2 e H8) e clado C formado por uma amostra da Guiana
Francesa (H9) e duas do Peru (H10 e H11; Figura 14). Nao foi possivel obter a
sequéncia do mt-Cytb do individuo com cariomorfotipo Il de 2n=34 e NF=64.As
analises de MJ com dados do mt-Cytb mostraram duas linhagens, uma formada por
haplétipos da Guiana Francesa (GY) e outra formando o grupo Peru (PE) e Brasil
(BR). Existem pelo menos 34 sitios variaveis e trés vetores médios separando os
haplétipos das duas linhagens (Figura 15).

As analises de R. pumilio com o mt-Col identificaram 11 haplétipos em 17
sequéncias (Tabela 11), cinco compartiihados com mais de uma amostra. O
haplétipo (H) 2 foi compartilhado por duas amostras do Amazonas, H3 por duas
amostras do Amazonas, H6 por trés amostras do Suriname, H8 por duas amostras
da Guiana, e H10 por duas amostras da Guiana (Tabela 11). As médias das
estimativas de distancias genética K-2p intragenéricas de Rhinophylla com mt-Col
foi 7,78%, as interespecificas foram 21,55% entre R. pumilio e R. alethina e 25,41%
entre R. pumilio e R. fischerae (Tabela 12). A média das estimativas de distancia
genética K-2p intraespecifica de R. pumilio foi 1,1%, entre haplétipos do Amazonas
0,59%, entre haplotipos do Amazonas e Equador 1,22%, entre haplétipos do
Amazonas e Suriname 1,37%, e entre haplétipos do Amazonas e Guiana 1,53%

(Tabela 12).
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Figura 14 - Topologia de MV de Rhinophylla pumilio com o mt-Cytb. NUumeros proximos aos nos a esquerda representam valores de bootstrap = 70 e & direita
representam os valores de probabilidade posterior = 0,70. Mapa com a distribuicdo de R. pumilio e os pontos de coleta das amostras de sequéncias do mt-Cytb
utilizadas no presente trabalho. Brasil, Barcelos (1) Rio Padauari, (2) Rio Aracd; Equador (3) Napo; Guiana, (4) Cuyuni Mazaruni, (5) Barima-Waini, (6) Upper
Demerara-Berbice (7) East Berbice-Corentyne, (8) Potaro-Siparuni, (9) Upper Takutu-Upper Essequibo; Suriname (10) Sipaliwini, (11) Brokopondo, (12) Tafelberg;
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As anélises IB e MV com mt- Col foram realizadas usando o modelo evolutivo
de substituicdo de bases GTR - General time reversible (Rodrigues et al., 1990) + G
(distribuicdo gamma). As reconstrucoes filogenéticas foram diferentes para as duas
andlises (Figuras 16 e 17). Entretanto, as duas analises mostraram o monofiletismo
do género Rhinophylla dividido em dois clados, um formado por R. alethina e R.
fischerae e outro formado por haplétipos de Rhinophylla pumilio (bootstrap 84,8%, pp
0,98),que também se mostrou monofilética (bootstrap 100%, pp 1). A analise de MV
de R. pumilio com mt-Col mostrou um clado sem suporte com amostras do Brasil,
Equador, Suriname e Guiana, e um haplétipo do Suriname e um da Guiana
colapsados (Figura 16). Esse clado mostra um clado com suporte formado por
haplétipos do Equador e Brasil (bootstrap 76,4%) e o restante dos haplétipos do
Suriname e da Guiana colapsados (Figura 16). Dentro do clado Equador/Brasil
existe um clado formado pelos haplétipos H1, H3 e H4 da Amazbnia brasileira
(presente estudo, bootstrap 89,6%). A analise de IB do mt-Col de R. pumilio
mostrou uma politomia entre os haplétipos da Guiana e Suriname (H6, H7, H8, H10
e H11) e um clado formado pelo haplétipo do Equador H9 (pp 0,82) como linhagem
irma do clado formado por haplétipos do Brasil. Dentro deste clado foi observado o
mesmo clado formado pelos haplétipos H1, H3 e H4 (pp 0,96) encontrado na anélise
de MV (Tabela 11).

As analises de MJ de R. pumilio com mt-Col recuperaram parcialmente a
topologia das analises de MV e IB mostrando trés linhagens: Equador (EC),
Suriname e Guiana (SU + GY), e Brasil (BR). Existem pelo menos seis sitios
variaveis e dois vetores médios separando a linhagem EC dos haplétipos da
linhagem BR e, no minimo, oito sitios variaveis e dois vetores médios separando a

linhagem EC dos haplétipos da linhagem SU + GY por (Figura 18).
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Tabela 11 - Lista das amostras de Rhinophylla pumilio utilizadas nas andlises com mt-Col,
especificando o haplétipo (H), ndmero de campo ou de acesso do GenBank (ldentificagcdo),
localidades associadas, nimero de pares de base (pb) sequenciados, e referéncia bibiografica (Refs).
Ig= lgarapé, m.e.= margem esquerda, m.d.= margem direita. As abreviacbes referem-se ao n° de
campo de CRB= Cibele Rodrigues Bonvicino. EC= Equador, GY= Guiana, SR= Suriname. Estado
brasileiro (BR): AM= Amazonas. 1= Clare et al. (2011); 2= presente estudo.

H Identificagao Localidade pb Refs

BR: AM, Barcelos, m.e. Rio Negro, Rio Araca
m.d., Ig. Jauari, Colocacédo Ucuqui

BR: AM, Barcelos, m.e. Rio Negro, Rio Araca
2 CRB2129,CRB2196 m.d., Ig. Jauari, Colocag¢édo Ucuqui; Rio Padauari 657 2
m.e, lg. Japomeri

BR: AM, Barcelos, m.e. Rio Negro, Rio Padauari

1 CRB2121 657 2

3 CRB2565,CRB2658 ) 657 2
m.e, Ig. Japomeri
BR: AM, Barcelos, m.e. Rio Negro, Rio Padauari

4 CRB2656 m.e, Ig. Japomeri 657 2

5 CRB2662 BR: AM, Barcelo;, m.e. Rio Negro, Rio Padauari 655 >
m.e, Ig. Japomeri

JQ601427,EU096952, . o

6 10601102 SR: Tafelberg, Sipaliwini, Brokopondo 657 1

7 JQ601394 SR: Tafelberg 657 1
GY: Potaro-Siparuni, Upper Takutu-Upper

8  JF459266,JF455663 Essequibo 657 1

9 JF449153 EC: Napo, Parque Nacional Yasuni 657 1

10 JF455657, JF455505 GY: Bfarlma-Walnl, Log Hill, Cuyuni-Mazaruni, 657 1
Namai Creek

11 JF455652 GY: Upper Demerara-Berbice 657 1
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Tabela 12 - Estimativas de distancia genética Kimura 2-pardmetros (%) entre os haplétipos (H) de Rhinophylla com o mt-Col. Para identificagao dos
haplétipos veja Tabela 11.

Espécie
. pumilio

. pumilio
. pumilio
. pumilio

. pumilio

R

R

R

R

R

R. pumilio
R. pumilio

R. pumilio

R. pumilio

R. pumilio

R. pumilio

12 R. alethina
13 R. fischerae

0,77
0,15
0,46
0,77
1,40
1,73
1,57
1,41
1,72
1,89
22,77
24,45

0,62
0,93
0,31
0,93
1,24
1,09
0,93
1,24
1,40

22,48

24,77

0,31
0,62
1,24
1,57
1,40
1,25
1,56
1,73
22,48
24,77

0,93
1,57
1,89
1,73
1,57
1,89
2,05
23,07
25,08

0,93

1,25

1,09

0,93

1,24

1,41
22,03
25,13

0,31
0,15
1,24
0,31
0,46
21,66
25,98

0,46
1,57
0,61
0,15

21,09
25,98

1,40

0,46

0,62
21,66
25,98

1,56

1,73 0,77

22,77 21,61 21,37

25,08 26,57 25,66 23,71
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Figura 16 - Topologia de MV de Rhinophyla pumilio com o mt-Col. Os nimeros acima dos nds representam valores de bootstrap = 70. AM= estado do
Amazonas, BR= Brasil, EC= Equador, GY= Guiana e SR= Suriname. Para identificacao dos haplétipos (H) veja Tabela 11.
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Figura 17 - Topologia de IB de Rhinophylla pumilio com o mt-Col. Os numeros abaixo dos nés representam valores de probabilidade posterior = 0,70. AM=
estado do Amazonas, BR= Brasil, EC= Equador, GY= Guiana e SR= Suriname. Para identificacao dos haplétipos (H) veja Tabela 11.
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Figura 18 - Rede de haplétipos de Rhinophylla pumilio com o mt-Col. O tamanho dos circulos corresponde ao nimero de individuos de cada haplétipo. Circulos
correspondem aos haplétipos do Brasil (amarelos), Suriname e Guiana (azuis), e Equador (vermelho). Tridngulos pretos indicam vetores médios. NUumeros
préximos as linhas indicam o ndmero de substituices nucleotidicas. 2n= nimeo dipoide, NF= nimero fundamental. Para identificacdo dos haplétipos (H) veja

Tabela 11.
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3.3.4 Discussao

Rhinophylla pumilio possui seis cariomorfotipos, sendo um aqui descrito pela
primeira vez, o cariomorfotipo Il (Ky) de 2n=30 e NF=56, encontrado em um
individuo coletado na margem esquerda do Rio Negro (Tabelas 7 e 8, Figuras 11 e
13). Dois outros cariomorfotipos de Rhinophylla pumilio foram encontrados em
espécimes de Barcelos. O cariomorfotipo | (K;) de 2n=36 e NF=62, encontrado em
trés individuos coletados na margem esquerda do Rio Negro (Tabelas 7 e 8, Figuras
11, 12a, b, 19), é similar ao descrito para espécimes da Colémbia (Baker e Bleier,
1971). O cariomorfotipo Il (K;) de 2n=34 e NF=64, encontrado em um individuo
coletado na margem direita do Rio Negro é similar ao descrito para espécimes do
Suriname e do Brasil, no Mato Grosso e oeste do Para (Honeycutt et al., 1980;
Gomes et al., 2012; Tabelas 7 e 8, Figuras 11, 12c, 19).

K e K podem ser derivados um do outro por uma fuséo/fissédo céntrica e uma
inversdo pericéntrica. Ky, (2n=34 e NF=62) encontrado em espécimes da Babhia,
Amazonas, nordeste do Para e llha de Maraj6, difere de K, (2n=34 e NF=64) por
uma inversdo pericéntrica no par 16, ou no tamanho das Ag-RONs e da
heterocromatina que daria a impressdo de um pequeno brago curto (Gomes et al.,
2012; Figura 19). K, (2n=36 e NF=62) e K,y podem ser derivados um do outro por
uma fuséol/fissdo céntrica, afetando um par de autossomos de tamanho pequeno. Ky
(2n=34 e NF=56) descrito para R. pumilio do Suriname (Baker e Bickham, 1981,
Tabela 8) compartilha o mesmo NF com o Ky, mas difere no 2n provavelmente por
duas fusdes/fissdes céntricas, e ambos diferem de K|, K;, e K,y por varios rearranjos
cromossOmicos (Figura 19). As Ag-RONs de Ky, aqui analisadas estdo localizadas
na regido pericentromérica do par 13, e andlises destas regides para K; e Ky
(Gomes et al., 2012) mostraram estas regides localizadas no braco longo do par 15

e no braco curto do par 16. As bandas-CBG de K, e Ky aqui estudados sé&o
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pericentroméricas em todos os cromossomos, enquanto em K, e K,y estudados por
Gomes et al.(2012), além dessas, foram encontradas bandas na regido distal do
braco longo do par 15, sugerindo mais uma vez que rearranjos do tipo fusdes/fissdes
e inversdes tenham originado estes cariomorfotipos. As analises com FISH
telomérica em K, aqui realizada, mostraram sequéncias teloméricas na regido
terminal de todos os cromossomos, além de marcac¢des pericentromeéricas nos 1°,
20, 59, 6°, 89, 9° e 13° pares cromossémicos e no cromossomo sexual X. Analises de
FISH telomérica anteriores com K, mostraram somente as regides teloméricas
hibridadas (Gomes et al., 2012). A localizacdo destas sequéncias em regides nao-
teloméricas (ITS) podem indicar que essas sequéncias sdo componentes da
heterocromatina constitutiva e/ou remanescentes de rearranjos cromossOmicos
(Metcalfe et al., 1998; Svartman e Vianna-Morgante, 1998; Calixto et al., 2014). No
caso do Ky de R. pumilio com 2n=30 e NF=56, aqui descrito, a heterocromatina
constitutiva foi observada na regido pericentromérica de todos 0s cromossomos e as
hibridagbes com FISH telomérica foram observadas somente em sete pares
autossémicos e no cromossomo X. Este cariomorfotipo, provavelmente sofreu varios
rearranjos que parecem nao ter causado a perda das sequéncias teloméricas, como
ocorreu durante a evolugdo cromossémica de algumas espécies de morcegos (Ono
e Yoshida, 1997; Finato et al., 2000; Calixto, et al., 2014). O bandeamento-GTG
realizado no presente trabalho auxiliou no pareamento dos homélogos de Ky, mas
apresentou pouca definicdo, impedindo a comparagdo com o cariétipo de bandas-
GTG de K,y ja descrito. Somente a comparacdo entre as bandas-GTG e FISH
telomérica dos demais cariomorfotipos, sobretudo de Ky de 2n=34 e NF=56 do

Suriname, poderdo mostrar os rearranjos ocorridos.
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Figura 19 — Cariomorfotipos encontrados em Rhinophylla pumilio. K; com 2n=32, NF=62 (a) Coldmbia,
modificado de Baker e Bleier (1971); (b) Brasil, Amazonas; K, com 2n=34, NF-64 (c) Suriname,
modificado de Honeycutt et al.(1980); (d) Brasil, Amazonas; K;, com 2n=30, NF=56 (e) Brasil
Amazonas; Ky com 2n=34. NF=62 (f) Brasil, Bahia, Amazonas, nordeste do Para e llha de Marajo,
modificado de Gomes et al.(2012); Ky, com 2n=26, NF=48 (g) Brasil, Bahia, modificado de Toledo
(2973).

O cariomorfotipo VI (Ky,) de R. pumilio com 2n=26 e NF=48 foi descrito para a
Bahia (Toledo, 1973), e sua reanalise revelou uma discordancia no numero
cromossOémico e no tamanho do cromossomo (Gomes et al., 2012). No entanto,
estes autores ndo descrevem com detalhes essa discordancia, e essa diferenca nao
fica clara.

Nossos estudos mostraram discordancia entre dados cariotipidos e as arvores
dos genes mitocondriais, mas foram concordantes com publicagbes anteriores em
mostrar a megaevolucdo cariotipica em R. pumilio (Wright et al., 1999; Baker e
Bickham, 1980). Zima (2000) sugere que varias espécies apresentam um padréo de
divergéncia cariotipica entre populagbes iniciado no centro da distribuicdo da
espécie, dando evidéncias indiretas que a presenca de grandes barreiras

geograficas ndo é necesséaria para a divergéncia de cariétipos entre populagdes.
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Este pode ser o caso do padrdo encontrado em R. pumilio pois a maior variabilidade
cariotipica ocorre mais proxima ao centro de distribuicdo da espécie (Figura 11). A
coloracdo convencional e os padrdes de bandeamento-CBG sugerem que K; e K
diferem apenas por adi¢cdo/delecdo de heterocromatina ou de sitios ribossémicos, e
Ki e Ky diferem por apenas uma fusao/fissdo céntrica, sugerindo polimorfismo
cromossOmico.

Os cariomorfotipos K, e Ky (2n=34-36 e NF=62) podem ser considerados
variacdes do mesmo caribtipo, caso a diferenca de K, (2n=34 e NF=64), em relacéo
a Ky com quem compartiha o mesmo 2n, seja apenas a quantidade de
heterocromatina como proposto por Gomes et al. (2012). Sendo assim, ele também
pertenceria a mesma linhagem evolutiva, aqui designada linhagem K. Ja o
cariomorfotipo Ky, (2n=30 e NF=56) seria obrigatoriamente uma nova linhagem
evolutiva, aqui designada linhagem Ky, cujo possivel hibrido com a linhagem K.,y
seria necessariamente infértil. Em relacdo ao cariomorfotipo Ky (2n=34 e NF=56)
nao existem fotos, ou descricdo da morfologia dos cromossomos, impossibilitando
uma correta interpretagéo.

A média das estimativas de distancia genética K-2p intragenérica de
Rhinophylla aqui encontrada com o mt-Cytb foi de 8,71% enquanto a encontrada por
Wright et al. (1999) com o mesmo marcador foi 13,9%, possivelmente devido ao
maior nimero amostral aqui utilizado. As analises filogenéticas de MV e IB de
Rhinophylla com o mt-Cytb confirmaram o monofiletismo do género e das espécies
R. pumilio e R. alethina, com a primeira sendo espécie-irmad de R. fischerae,
corroborando estudos anteriores (Wright et al., 1999). Entretanto, no trabalho destes
autores a relacdo entre as espécies R. pumilio e R. fischerae tem um suporte baixo
(bootstrap 67%), assim como na analise aqui realizada (bootstrap 54%, pp 0,65,

Figura 14).
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Ja nas andlises filogenéticas de MV e IB com o mt-Col o monofiletismo de
Rhinophylla também foi corroborado com suporte alto (boostrap 84,8%, pp 0,98),
mas a relacao entre as trés espécies ndo € a mesma, pois nesta analise R. alethina
e R. fischerae apareceram como espécies-irmas, e grupo-irmao de R. pumilio. A
arvore do mt-Cytb e do mt-Col séo discordantes, e uma outra analise com outro
marcador é necessaria para resolver as relacdes filogenéticas entre as espécies de
Rhinophylla.

As andlises da espécie R. pumilio com mt-Cytb mostraram trés agrupamentos
com baixo suporte, e as analises de MJ com mt-Cytb recuperaram parcialmente esta
topologia. Nessa andlise o haplotipo da Guiana Francesa fica separado por pelo
menos dois vetores médios e 37 substituicbes de nucleotideos das linhagens do
Peru (PE) e da linhagem do Brasil (BR), enquanto a linhagem PE esta separada da
linhagem BR por pelo menos trés vetores médios e seis substituicdes de
nucleotideos (Figuras 14 e 15). Esta andlise sugere a maior proximidade entre
haplétipos do PE e do BR, separados do haplotipo da Guiana Francesa. A média de
estimativas de distancia genética intraespecifica de R. pumilio com o mt-Cytb variou
de 0,39% entre haplétipos do Amazonas até 3,96% entre haplétipos do leste da
Amazobnia e da Guiana Francesa. Este valor é semelhante ao encontrado (3,6%)
entre haplétipos do Peru e da Guiana Francesa (Wright et al., 1999). Estes valores
corroboram a separagao encontrada na analise de MJ, onde espécimes do Peru, da
Guiana e do Brasil, estéo distantes.

As analises de R. pumilio com o mt-Col mostraram um clado com a amostra
do Equador como grupo irméao das amostras do Brasil suportado na MV (76,4%) e
sem suporte na IB (Figuras 16 e 17), topologia parcialmente recuperada pelas
analises de MJ que mostram trés linhagens: EC, SU+GY e BR (Figura 18). Sendo a

MJ mais adequada a analises intraespecificas, fica a sugestdo de uma estruturacéo
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geografica onde podemos ver amostras da Guiana e Suriname, separadas do
haplétipo do Equador, e das amostras da Amazodnia brasileira. Estudos anteriores
com este marcador e amostras do Equador, Guiana e Suriname mostraram apenas
uma linhagem (Clare et al., 2011). Possivelmente os tepuis (terras altas localizadas
ao norte do Brasil) e a linha de vegetacdo aberta formada pelas manchas de
“‘campinaranas” e “lavrados” sdo responsaveis por essa quebra no fluxo génico entre
Brasil e Guiana+Suriname. Esse mesmo padrao foi observado para outras espécies
de quirdpteros, como em Cormura brevicauda (Capitulo 1), na qual esse padrao foi
recuperado com o marcador mt-Col que mostrou haplétipos do Equador, Brasil e
Guianas igualmente separados.

As analises filogenéticas de R. pumilio, com os dois marcadores mitocondriais
aqui estudados, incluem pela primeira vez amostras do Brasil. Estas analises tém
em comum as amostras de sequéncias aqui geradas, e diferem em relacdo as
sequéncias disponiveis no GenBank, mas todas foram concordantes em misturar
amostras dos cariomorfotipos | (2n=36 e NF=62) e Ill (2n=30 e NF=56) e, a analise
de MV com o mt-Col mostrou o haplétipo com o cariomorfotipo Il do Suriname
(2n=34 e NF=64) separado do clado com os haplétipos do Brasil e do Equador, ou
seja, nesse caso a diferenca molecular foi concordante com a diferenca cariotipica
(Figura 18). Esse panorama sugere fortemente que o0s dois marcadores
mitocondriais aqui utilizados ndo sdo adequados para analises filogenéticas deste
grupo, pois sua evolucdo nao parece acompanhar a rapida evolucao cariotipica da
espécie. As taxas de evolugao cariotipica e molecular de um organismo podem ser
diferentes, ja que a dinamica e estrutura populacional tém pouca influéncia nas taxas
de evolugcdo em genes estruturais e sequéncias de ADN, mas podem ter uma

profunda influéncia na evolucao de outros niveis biolégicos (Bush et al., 1977).
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A grande mobilidade de uma espécie, ocupando territérios maiores e areas de
vida grandes, limita a sua habilidade para estabelecer pequenas populacdes
isoladas. E o que ocorre com grandes mamiferos, levando a uma taxa de evoluc&o
cromossOmica mais lenta que em mamiferos pequenos (Wilson et al., 1975).
Entretanto, em morcegos, devido a sua grande mobilidade proporcionada pelo voo,
muitas vezes isto ndo acontece, o que pode ser observado com relagdo aos estudos
cromossOmicos, jA que o cariotipo da maioria dos morcegos € muito conservado
(Baker, 1970; Moratelli e Morielle-Versute, 2007), com taxas lentas de evolucao
cromossémica em comparacdo com mamiferos placentarios de tamanhos similares.

Entretanto, os individuos de R. pumilio da Guiana Francesa apresentam a
menor area de vida entre os filostomideos frugivoros de pequeno porte, comparado
com Carollia castanea do Panama, de tamanho similar (Henry e Kalko, 2007). Além
disso, R. pumilio realiza pequenos vbos variando de 40 a 120 metros e forma
pequenos grupos (Charles-Dominique, 1993; Henry e Kalko, 2007). Estes fatores

podem ter levado a grande variabilidade cromossémica encontrada nesta espécie.
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3.4 CAPITULO IV: Citotaxonomia de Quiropteros na Amazoénia Brasileira e

Filogeografia de Espécies Selecionadas

3.4.1 Introducéao

Os primeiros estudos de cromossomos de morcegos datam do inicio do
século passado e devido as técnicas ainda inadequadas e resultados inconclusivos,
pouco contribuiram para o conhecimento citogenético do grupo, com 0 numero
diploide de Nyctinomus mexicanus definido pela primeira vez em 1925 por Painter
(Makino, 1948). Mais tarde, por volta da metade do século vinte, tiveram inicio
estudos citogenéticos mais conclusivos com morcegos no Brasil e no Mundo, onde
nao s6 os numeros diploides puderam ser descritos, como também o cariétipo com
coloracdo convencional (Makino, 1948; Mathey e Bovey, 1948; Baker, 1967; Becak
et al., 1968; Yonenaga et al., 1969; Toledo, 1973; Baker, 1979).

Com o desenvolvimento de técnicas de bandeamentos cromossémicos por
volta de 1970, como o bandeamento-GTG, a deteccdo das regides organizadoras de
nucléolos (Ag-RONSs) e da heterocromatina constitutiva (bandas-CBG), problemas
sistematicos e taxondmicos, além da estrutura e comportamento dos cromossomos
de quirépteros puderam ser elucidados (Yonenaga-Yassuda, 2004). A partir dai
segmentos e rearranjos cromossOmicos puderam ser identificadose as inferéncias
de homologias cromossdmicas, assim como 0 conhecimento de regides importantes
dos cromossomos e de sistemas sexuais cromossOmicos, foram algumas das
contribuicbes destas técnicas para essas areas do conhecimento (Stock, 1975;
Patton e Baker, 1978; Sites et al., 1981; Baker et al., 1982; Hood e Baker, 1986;
Tucker e Bickham, 1986; Morielle e Varella-Garcia, 1988; Tucker e Bickham, 1989;
Noronha et al.,2001; Rodrigues et al., 2003; Noronha et al., 2004; Graphodatsky et
al., 2011). Atualmente, a citogenética de morcegos vem se desenvolvendo muito

através das técnicas moleculares e muitos estudos comparativos e biogeograficos
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tém sido realizados com o grupo (Santos et al., 2001; Gomes et al., 2010; Sotero-
Caio et al., 2011; Gomes et al., 2012; Sotero-Caio et al., 2013).

A hibridizacao in situ fluorescente (FISH), usando sondas nao-radioativas, foi
a grande revolugcdo dessa éarea, permitindo a deteccdo em muitos organismos de
segmentos cromossomicos antes nédo visualizados (Yonenaga-Yassuda, 2004). Um
desses segmentos cromossOmicos muito utilizado em estudos de evolugéo
cariotipica e do conhecimento da estrutura dos cromossomos de mamiferos é a
sequéncia repetitiva encontrada nos telobmeros. Estas sequéncias sdo muito
conservadas, sendo encontradas na regido telomérica de todos os vertebrados e
quando encontradas em regifes nao-teloméricas (ITS), podem indicar rearranjos
cromossOmicos ocorridos na evolugcdo do grupo ou revelar diferencas na
composicdo da estrutura cromossémica (Meyne et al., 1989; Meyne et al., 1990;
Fagundes et al., 1997; Svartman e Vianna-Morgante, 1998; Araujo et al., 2013).

A filogenia molecular estudada por analises de sequéncias de ADN vem
tendo cada fez mais importancia nos estudos evolutivos com o desenvolvimento de
técnicas para obtencdo de varios tipos de sequéncias e de programas
computacionais para as analises dessas sequéncias. Além disso, os estudos de
filogeografia que levam em conta as linhagens evolutivas e suas distribuices
geograficas ao longo do tempo, também avancaram muito e tém sido cada vez mais
utilizadas em estudos de varios organismos. Em quirépteros, muitos trabalhos vém
sendo desenvolvidos nas principais familias e tém contribuido muito para o
entendimento das relacdes entre e dentro dos grupos, tanto no Brasil, quanto no
Mundo (Hoofer e Van Den Bussche, 2003; Teeling et al., 2005; Larsen et al., 2007;
Xiao et al., 2008; Martins et al., 2009; Clare et al., 2011; Pavan et al., 2011).

No presente estudo foram realizadas analises cariolégicas em representantes

de seis familias das nove que ocorrem no Brasil: Emballonuridae, Phyllostomidae,
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Mormoopidae, Noctilionidae, Molossidae e Vespertilionidae. Amostras de individuos
brasileiros de Mormoopidae, de algumas espécies de embalonurideos e
filostomideos foram aqui estudadas pela primeira vez. Analises filogenéticas e
filogeograficas foram realizadas em trés géneros de Phyllostomidae, Artibeus,
Carollia e Phyllostomus.

A familia Emballonuridae apresenta 13 géneros e 53 espécies com ampla
distribuicdo nas regibes tropicais e subtropicais do Velho e do Novo Mundo
(Simmons, 2005; Lim, 2007). Na regiao Neotropical se distribui de Sonora, no
México até o sudeste do Brasil (Eisenberg e Redford, 2001). No Brasil ocorrem sete
géneros e 17 espécies, todas encontradas na Amazonia (Reis et al., 2013b). Esta
familia estd atualmente dividida em duas subfamilias, Taphozoinae e
Emballonurinae, com a primeira restrita ao Velho Mundo e a segunda dividida nas
tribos Emballonurini, que ocorre no Velho Mundo e Diclidurini que ocorre no Novo
Mundo (Baghoorn, 1977; Griffiths e Smith, 1991). Estudos filogenéticos envolvendo
varios sistemas genéticos encontraram uma dicotomia na tribo Diclidurini, divindo-a
nas subtribos Diclidurina e Saccopterygina (Lim, 2007; Lim et al.,, 2008).
Recentemente, estudos biogeograficos moleculares sugerem que as subfamilias
Taphozoinae e Emballonurinae sejam elevadas a categoria de familia devido a clara
separacao e tempo de divergéncia das duas linhagens (Ruedi et al., 2012).

Poucos estudos citogenéticos foram realizados em embalonurideos, com
nameros diploides variando de 22 a 42 e numeros fundamentais variando de 36 a 64
(Patton e Baker, 1978; Baker e Jordan, 1070; Ray-Chadhuri et al., 1971; Baker et al.,
1981; Baker et al.,, 1981; Hood e Baker, 1986). Os embalonurideos apresentam
grande variacdo cromossOmica interespecifica, com a maioria dos cariotipos
exclusivos de cada espécie. Estudos com bandeamento-GTG mostram que esta

familia sofreu consideravel evolugcdo cromossdmica comparada a outras familias de
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Chiroptera, possivelmente devido a sua posicao basal, com géneros atuais muito
antigos (Bickham e Baker, 1979). Até o momento, estudos cariolégicos com
espécimes brasileiros foram realizados apenas com a espécie Centronycteris
maximiliani, coletado na Bahia (Geise et al., 2015). Neste estudo foram analisadas
trés espécies de Emballonuridae: Saccopteryx bilineata, Saccopteryx leptura e
Rhynchonycteris naso, e um exemplar do género Saccopteryx néo identificado.

A familia Phyllostomidae € a maior e mais diversificada familia de Chiroptera
na regido Neotropical, com varias subfamilias e aproximadamente 170 espécies, que
apresentam como caracteristica principal uma estrutura nasal em forma de folha,
chamada folha nasal e com modificacbes para praticamente todos os habitos
alimentares (Wetterer et al., 2000; Simmons, 2005; Nogueira et al., 2007). No Brasil,
ocorrem 42 géneros e 91 espécies (Simmons, 2005; Fregonezi et al., 2013). Devido
a sua grande diversidade, suas relacdes filogenéticas foram alvo de muitas
discussdes e varios estudos utilizando diferentes abordagens, inclusive a
citogenética, tém sido realizados na tentativa de solucionar estes problemas
(Wetterer et al., 2000; Baker et al., 2000; Jones et al., 2002). Considerando dados
morfolégicos e moleculares, Baker et al. (2003), sugeriu uma nova classificacao para
a familia, com onze subfamilias, Macrotinae, Micronycterinae, Desmodontinae,
Lonchorhinae, Phyllostominae, Glossophaginae, Lonchophyllinae, Carollinae,
Glyphonycterinae, Rhinophyllinae e Stenodermatinae, e esta classificacdo seré
seguida no presente estudo. Esta familia apresenta variacdo em numeros diploides
de 16 a 49 e numeros fundamentais de 20 a 70, com alguns taxons muito
conservados enquanto outros, apresentando grande variacdo cromossOmica (Baker
a Bickham, 1980; Moratelli & Morielle-Versute, 2007). Algumas espécies apresentam
caridtipos muito rearranjados em relacdo a outras de espécies proximas, como por

exemplo, Tonatia bidens e Tonatia saurophylla, com cariétipos apresentando 0s
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menores valores de numeros diploides entre os quirépteros (2n=16), em relacdo aos
géneros Mimon e Lophostoma (Ribas et al., 2015).

Estudos com bandeamentos-GTG realizados em espécies de Phyllostomidae,
Noctilionidae e Mormoopidae mostraram uma grande conservacao de bragos
cromossOmcos entre esses grupos e que a principal estratégia evolutiva € a reducao
cromossOmica por fusdes Robertsonianas (Patton e Baker, 1978). Estes mesmo
autores sugeriram um cariétipo ancestral para este grupo, muito proximo ao de
Macrotus waterhousii, com 2n=46 e NF=60.

Neste estudo foram analisadas espécies das subfamilias Desmodontinae,
Carolliinae, Phyllostominae e Stenodermatinae. A subfamilia Desmodontinae possui
trés espécies, todas ocorrendo no Brasil e na regido Neotropical, Desmodus
rotundus, Diaemus Youngi e Diphylla ecaudata (Sekiama et al.,, 2013b). Estas
espécies ndo possuem folha nasal desenvolvida, com uma forma rudimentar no
formato de ferradura, sdo hematofagas e simpatricas, com distribuicdo do México
até a América do Sul, com as duas primeiras chegando até a Argentina. Além disso,
esta subfamilia apresenta modificacdes morfologicas e fisiolégicas que permitiram
uma alimentacdo exclusivamente hematéfaga (Kwon e Gardner, 2008; Aguiar,
2007). Esta espécie tem sido muito estudada devido a condicdo hematéfaga, ampla
distribuicdo geografica, e ser hospedeiro e vetor de zoonoses, muitas vezes
prejudicando as atividades humanas, inclusive sobre o ponto de vista citogenético.
Desmodus rotundus apresenta 2n=28 e NF=58, e Diaemus youngi e Diphylla
ecaudata apresentam 2n=32 e NF=60, sem nenhuma variagdo geografica registrada
até o momento (Yonenaga et al.,, 1969; Toledo, 1973; Cadena e Baker, 1976;
Morielle e Varella-Garcia, 1988; Santos et al., 2001). No presente trabalho foi

estudada a espécie D. rotundus.
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Na subfamilia Carollinae tradicionalmente eram alocados os géneros Carollia
e Rhinophylla (Wetterer et al., 2000; Simmons, 2005; MacLellan e Koopman, 2007).
Entretanto, estudos morfoldgicos e moleculares separaram a subfamilia Carolliinae
composta apenas pelo género Carollia e a subfamilia Rhinophyllinae composta pelo
género Rhinophylla (Baker et al., 2003). Carollia possui oito espécies ocorrendo do
México até o sudeste do Brasil (Pacheco et al., 2004; MacLellan e Koopman, 2007).
Todas, exceto C. benkeithi, possuem um sistema multiplo de determinacéo de sexo
devido a uma translocacao entre um autossomo e o brac¢o longo do cromossomo X,
constituindo os cromossomos sexuais do tipo XX/XY:Y,, resultado de uma
translocagcdo entre um cromossomo autossomo e o cromossomo X (Tucker e
Bickham, 1989; Noronha et al., 2004). Carollia brevicauda, C. perspicillata, C.
castanea, C. subrufa e C. soweli possuem 2n=20 para fémeas e 2n=21 para
machos, todas com NF=36 e C. benkeithi possui 2n=22 e NF=38 (Baker, 1967; Hsu
et al., 1968; Baker e Bleier, 1971; Stock, 1975; Baker, 1979; Baker et al., 2002;
Solari e Baker, 2006). Neste estudo foram estudadas as espécies C. brevicauda e C.
perspicillata.

A subfamilia Phyllostominae apresenta grande numero de espécies, com
muita variacdo de tamanho, formas e hébitos alimentares, causando controvérsias
guanto a sua taxonomia e relacdes filogenéticas (Wetterer et al., 2000; Baker et al.,
2003). No Brasil ocorrem 15 géneros e 33 espécies (Fregonezi et al., 2013). Esta
familia pode ser dividida em trés tribos, Phyllostomini, composta pelos géneros
Phyllostomus, Phylloderma, Mimon, Tonatia e Lophostoma, Macrophyllini, composta
por Macrophyllum e Trachops e Vampirini, composta por Vampyrum e Chrotopterus
(Baker et al, 2003). Esta subfamilia apresenta variagio nos numeros
cromossOmicos de 16 a 32, e nos numeros fundamentais de 20 a 70 com taxas de

evolucdo cromossdmica muito variaveis (Baker, 1967; Yonenaga et al., 1969; Baker
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e Hsu, 1970; Baker,1973; Toledo, 1973; Gardner, 1977; Baker, 1979; Baker et al.,
1980; Honeycutt et al., 1980; Baker et al., 1981a; Morielle-Versute et al., 1992;
Sbragia et al., 2010). Neste estudo foram analisadas as espécies Chrotopterus
auritus, Lophostoma silvicolum, Mimon crenulatum, Phylloderma stenops, Trachops
cirrhosus, Phyllosotmus discolor, Phyllostomus elongatus e Phyllostomus hastatus.
Stenodermatinae € a maior subfamilia em nimero de espécies dentro de
Phyllostomidae, com 17 géneros e 67 espécies, dos quais 13 géneros e 34 espécies
ocorrem no Brasil (Simmons, 2005; Reis et al., 2013e). Esta subfamilia se distribui
do México, até o Peru e o Uruguai, passando pela América Central e indias Orientais
(Koopman, 1994). Muitos estudos cariolégicos tém sido realizados em
Stenodermatinae. A maioria das espécies apresenta grande estabilidade cariotipica
inter e intragenérica, com muitas espécies do mesmo género apresentando o
mesmo cariotipo, enquanto outras apresentam um alto grau de variacdo
cromossbmica e sistemas multiplos de determinacdo do sexo do tipo XX/XY1Y; e
Neo-XY (Baker e Lopez, 1970a; Baker, 1979; Kasahara e Dutrillaux, 1983; Tucker,
1986; Varella-Garcia et al., 1989; Noronha et al., 2001; Silva et al., 2005). Apesar
dessa conservacdo na macroestrutura cariotipica, diferencas nos padrdes de
bandeamento-CBG e do numero e localizacdo das Ag-RONs entre espécies de
Artibeus tém sido relatadas, permitindo a individualizacdo e diferenciacdo de cada
espécie deste género e funcionando como importantes marcadores cromossémicos
para o grupo (Santos et al., 2002; Pinto et al., 2012) ja que muitas destas espécies
ocorrem em simpatria dificultando a sua identificacdo (Araujo e Langguth, 2010). No
presente estudo foram estudadas as espécies Ametrida centurio, Artibeus lituratus,
Artibeus obscurus, Artibeus planirostris, Chiroderma trinitatum, Dermanura cinerea,

Dermanura gnoma e Uroderma bilobatum.
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A familia Mormoopidae apresenta dois géneros e 8 espécies restritas ao Novo
Mundo, ocorrendo do sudoeste dos Estados Unidos até o nordeste e centro-oeste do
Brasil, onde ocorrem quatro espécies do género Pteronotus (Patton e Gardner,
2008; Reis et al., 2013d). Este grupo era uma subfamilia de Phyllostomidae e uma
revisdo morfolégica elevou seu “status” (Smith, 1972), mudanca corroborada por
estudos carioldgicos, bioquimicos e moleculares (Simmons e Conway, 2001; Van
Den Bussche et al.,, 2002). Estudos citogenéticos realizados com os dois géneros
sugerem uma grande estabilidade cariotipica, com todas as espécies apresentando
2n=38 e NF=60, exceto Mormoops megalophylla com NF=62 (Sites et al., 1981).
Ndo h& estudos citogenéticos com espécimes brasileiros nesta familia até o
momento. Neste estudo foi analisada a espécie P. parnelli.

A familia Noctilionidae possui apenas o género Noctilio, com duas espécies:
Noctilio albiventris Desmarest, 1818 e Noctilio leporinus (Linnaeus, 1758), ocorrendo
somente na regido Neotropical, do México até sul do Brasil, Paraguai e norte da
Argentina (Zanon e Reis, 2007). As duas espécies possuem caridtipos similares,
com 2n=34 e NF=62 em N. albiventris e 2n=34 e NF=54/58/60 em N. leporinus
(Yonenaga et al., 1969; Vilamiu et al., 2010). No presente trabalho as duas espécies
foram estudadas.

A familia Molossidae possui mais de 100 espécies ocorrendo na regido
pantropical de quase todos os continentes (Eger, 2007). Nas cerca de 50 espécies
cariotipadas, os numeros diploides variam de 34 a 52 e os numeros fundamentais de
52 a 78, devido principalmente, a rearranjos Robertsonianos, inversoes,
translocacdes e variacdes na localizacdo das bandas-CBG e Ag-RONSs, importantes
marcadores cromossémicos nesta familia (Baker e Lopez, 1970b; Warner et al.,
1974; Morielle-Versute et al., 1996; Finato et al., 2000; Sreepada et al., 2008;

Koubinova et al., 2013). Conservacgédo cariotipica inter e intragenérica € observada,
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sendo 2n=48 o mais frequente na familia, enquanto algumas espécies apresentam
variacdo, com varios cariomorfotipos (Warner et al., 1974; Varella-Garcia et al.,1989;
Sreepada et al., 2008). No presente estudo foram analisadas as espécies Cynomops
planirostris, Eumops hansae, Eumops perotis e Molossus molossus.

A familia Vespertilionidae possui mais de 400 espécies distribuidas em todos
0S continentes, exceto na Antartica e em ilhas mais afastadas do continente
(Simmons, 2005; Gardner, 2008d). No Brasil ocorrem 0s géneros Eptesicus,
Lasiurus, Rhogeessa, Histiotus e Myotis, totalizando 24 espécies (Peracchi et al.,
2006). A familia mostra variacdo cromossémica intergenérica e uma variacao
intragenérica reduzida, devido principalmente, a rearranjos do tipo fusdes/fissdes
Robertsonianas, e mais raramente inversbes (Bickham, 1979). Os numeros
cromossdmicos variam de 20 a 50 e numeros fundamentais de 46 a 58 (Moratelli e
Morielle-Versute, 2007; Koubinova et al., 2013). Alguns géneros como Myotis e
Eptesicus sdo muito conservados quanto ao numero cromossdmico (Bickham, 1979;
Baker et al., 1982; Bickham et al., 1986; Moratelli e Morielle-Versute, 2007).
Entretanto, grande variacao inter e intraespecifica ocorre em Rhogeessa, servindo
como importante exemplo de especiacdo cariotipica devido a fussdes e fissdes
Robertsonianas (Baker et al., 1985; Genoways e Baker, 1996). O cariétipo ancestral
da familia foi hipotetizado possuindo valores de 2n e NF préximos aos de Myotis
(Baker, 1970; Bickham, 1979). No presente estudo foram analisadas Myotis

albescens, Myaotis riparius e um exemplar de Myotis sp.

3.4.2 Material e Métodos
As amostras de quirépteros utilizadas nas analises citogenéticas e filogenéticas
foram coletadas em diferentes expedicdes entre os anos de 1998 e 2004, realizadas

dentro dos projetos: (1) “Dinamica da Transmissao da Infecgdo Chagasica em areas
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do Médio e Alto Rio Negro - Estado do Amazonas”, coordenado pelo Dr. J.R. Coura,
(2) “Inventario e analise de distribuicdo de fauna de mamiferos do Parque Nacional
do Virua, Roraima, como subsidio a elaboragdo do Plano de Manejo“, coordenado
pelo Dr. L.F.B. de Oliveira, (3) “Quiropteros do Nordeste do Brasil”’, coordenado pelo
Dr. A. Langguth, (4) “Diagnostico de doengas e monitoramento da saude em animais
silvestres e domésticos no Corredor Cerrado-Pantanal”, coordenado pelo Dr. P.S.
D'Andrea, totalizando 26 localidades (Figura 20). Todos os exemplares tiveram sua
identificagdo taxonomica confirmada pelos Drs. D. Dias, R. Moratelli, F. Escarlate, e
Dr. A. Langguth.

As células em suspensdo, obtidas em campo, jA estavam disponiveis e
armazenadas a -20°C, no Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos
Reservatorios Silvestres do Instituto Oswaldo Cruz (LBPMR - IOC). Posteriormente,
para a realizacdo deste estudo, foram utilizadas células em suspensdo de
exemplares coletados nos municipios de Barcelos e Santa Isabel do Rio Negro, no
estado do Amazonas (Figura 21), no municipio de Itupiranga, estado do Para e no
municipio de Caracarai, no Parque Nacional do Virua, estado de Roraima. As
amostras foram coletadas em oito localidades no municipio de Barcelos e duas no
municipio de Santa Isabel do Rio Negro, no Amazonas (Figura 21), uma em
Itupiranga (Programa de Assentamento Benfica 1) e uma em Caracarai (Serra do
Preto; Tabela 14; Figura 20). As analises citotaxonémicas utilizaram 115 exemplares
de 35 espécies de Chiroptera, cinco espécies da familia Emballonuridae, 21 de
Phyllostomidae, uma de Mormoopidae, duas de Noctilionidae, quatro de Molossidae

e duas de Vespertilionidae (Tabela 14).
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Figura 20 - Mapa do Brasil indicando as localidades de coleta dos exemplares estudados. Brasil:
estado do Amazonas, (1) a (8) Barcelos, (9) a (10) Santa Isabel do Rio Negro, estado de
Roraima, (11) Caracarai, estado do Pard, (12) Abaetetuba, (13) Itupiranga, estado de
Tocantins, (14) Axixa, estado da Paraiba (15) Araruna, (16) Areia, (17) Jodo Pessoa, (18)
Mataraca; estado de Pernambuco, (19) Brejo Madre de Deus, (20) Bezerros (21)
Ipojuca,(22) Aldeia, (23) Goiana; estado da Bahia (24) Cocos, estado de Goias, (25)
Cavalcante, estado do Rio de Janeiro, (26) Petrépolis, estado de Sao Paulo, (27) Pedreira.
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Figura 21 — Pontos de coleta nas localidades de Barcelos e Santa Isabel do Rio Negro, estado do
Amazonas. Circulos vermelhos= pontos de coleta, linha azul= Rio Negro. Barcelos: (1) Centro da
Cidade, (2)km 10 da Estrada Barcelos- Cauarés, Sitio do Francisco, (3) km 20 da Estrada Barcelos-
Cauarés, Sitio Nova Vida, (4) margem esquerda do Rio Padauari, Igarapé Japomeri, (5) Rio Curuduri,
Igarapé Curudurizinho, (6) Rio Aracd, Igarapé Jauari, Colocacdo Trés Barracas, (7) margem esquerda
do Rio Aracd, lago do Igarapé do Paula, (8) margem direita do Rio Arac4a, lgarapé Jauari, Colocacgéo
Ucuqui e margem direita do Rio Araca, Igarapé Limao, Igarapé Bigorna; Santa Isabel do Rio Negro:
(9) Rio Preto, margem esquerda do lgarapé Malalaha, Igarapé Coata, (10) Rio Preto, margem
esquerda do lgarapé Malalaha, lgarapé Araujo.

Nas analises das relagdes filogenéticas e filogeograficas dos géneros Artibeus,
Carollia e Phyllostomus, familia Phyllostomidae, foram utilizadas sequéncias dos
genes mitocondriais mt-Cytb e mt-Col. Nestas analises foram utilizadas amostras de
12 localidades na Amazénia e de mais 14 localidades em diferentes dominios

morfoclimaticos brasileiros (Apéndice 3, Figura 20).
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Preparacées Cromossdémicas

As células em suspensdo foram obtidas no campo conforme metodologia
descrita em Andrade et al. (2004). No laboratorio, as células em suspensao foram
centrifugadas por cinco minutos a 1500 rpm e o sobrenadante descartado. Foram
entao adicionados 10 ml de “Carnoy” (3 metanol: 1 acido acético) e a solucéo foi
homogeneizada. Essa etapa foi repetida mais duas vezes antes de pingar as
laminas. Uma lamina limpa foi mergulhada em solugéo de metanol 70%, onde foi
pingada uma gota das células em suspensao e depois a lamina foi flambada. Apés
um dia, as laminas foram coradas com solucdo de Giemsa a 5%, durante 10
minutos, e lavadas com agua destilada e deixadas para secar em temperatura
ambiente.

As laminas foram examinadas em um microscopio optico Axioskop ZEISS. As
melhores metafases foram fotografadas utilizando o programa Q Capture®, versao
7. Os carittipos foram montados com os cromossomos em ordem decrescente de
tamanho, de acordo com a classificacdo dos cromossomos, usando 0 programa
Adobe Photoshop® CS, versdo 6. A classificagdo dos cromossomos foi realizada
visualmente, considerando a posicdo dos centrdmeros, sendo: metacéntrico =
centrdmero no centro ou proximo ao centro; submetacéntrico = centrébmero acima do
centro; acrocéntrico = centrdmero na extremidade ou muito proximo a extremidade
do cromossomo. Os numeros fundamentais foram calculados considerando
metacéntricos e submetacéntricos como cromossomos de dois bragos, e
acrocéntricos como de um brac¢o. Foram montadas no minimo cinco metafases para
cada individuo estudado. Nos casos em que o material celular ndo estava em boas
condic¢des, ndo foi possivel atingir este nUumero minimo de metafases montadas e as

analises foram realizadas com um nimero menor.
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A marcacado das regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs) foi realizada
segundo a técnica de Howell e Black (1980), com algumas modificacdes como
descrita a seguir: pingar uma gota das células em suspensdo a ser analisada em
uma lamina previamente lavada, e no mesmo dia realizar a hidrélise em solugéo de
1IN de acido cloridrico (HCI), em temperatura ambiente, durante aproximadamente
20 minutos. Retirar a lamina da solugcéo e deixar secar em temperatura ambiente,
sem lavar. Pingar uma gota de solugéo coloidal reveladora (gelatina a 2%) e duas
gotas de solugéo de nitrato de prata a 50%, sobre o material pingado na lamina.
Misturar as duas solugfes e colocar uma laminula sobre a l[amina. Incubar a lamina
em estufa a 60°C em uma placa de Petri forrada com papel absorvente umedecido,
durante 3 a 5 minutos. Lavar com 4gua destilada, retirando a laminula e corar com
solucdo de Giemsa a 5%, durante 30 segundos. Lavar com agua destilada e secar
em temperatura ambiente.

A obtencdo dos padrdes de distribuicAo da heterocromatina constitutiva
(bandeamento-CBG) foi realizada segundo Sumner (1982; com algumas
modificacdes), como descrita a seguir: pingar uma gota das células em suspenséo a
ser analisada em uma lamina previamente lavada, e envelhecer durante
aproximadamente uma semana. Apés este tempo, tratar com solucédo de 0,2 N de
acido cloridrico (HCI) a temperatura ambiente, durante 15 minutos, e lavar com agua
destilada e secar. Incubar a lamina em solugdo de 2XSSC a 60°C, em banho-maria,
durante 15 minutos, elavar com agua destilada e secar. Incubar a lamina em solucéo
de hidroxido de bario octahidratado a 5%, a 60°C, de 20 segundos a 1 minuto e 30
segundos (0 tempo de incubacdo nesta solucdo vai depender do tempo de
envelhecimento da lamina). Lavar rapidamente em solucdo 1N de HCI, a 60°C. Lavar

com agua destilada e deixar secar. Incubar a lamina em solucdo de 2XSSC a 60°C,
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em banho-maria, durante 30 minutos. Lavar com agua destilada e secar. Corar com
solucéao de Giemsa a 5%, durante 30 a 40 minutos.

Os padres de distribuicdo das bandas-GTG foram obtidos segundo a técnica de
Seabright (1971) com modificagbes, como descrito a seguir: pingar uma gota das
células em suspensdo a ser analisada em uma lamina previamente lavada, e
envelhecer por 5 a 20 dias, e mergulhar em um tubo de polipropileno de 50 ml com
solucgéo de tripsina a 37°C, de 10 a 30 segundos. Lavar com agua destilada e secar.
Corar com solucéo de Giemsa a 5%, durante 20 a 30 minutos.

As sequéncias teloméricas presentes no genoma das espécies estudadas foram
visualizadas em experimentos de hibridacao “in situ” fluorescente (FISH). Para isso,
foram sintetizadas sequéncias (TTAGGG), com molécula de biotina na extremidade
(Invitrogen). As condi¢cdes de hibridacdo estdo descritas a seguir: (1) pingar uma
gota das células em suspenséo a ser analisada em uma lamina previamente lavada
e deixar envelhecendo a 37 °C, overnight. Incubar as laminas em pepsina (100
pg/mL em HCI 0,01N) a 37°C, por 10 minutos. Mergulhar as laminas em trés banhos
de 4gua destilada, a temperatura ambiente, por 3 minutos cada. Incubar as laminas
em um banho de 2xSSC a 60°C, por 10 minutos. Mergulhar as laminas em trés
banhos de 4gua destilada, a temperatura ambiente, por 3 minutos cada. Desidratar
as laminas, a temperatura ambiente, em 3 banhos de 3 minutos, em etanol 50%,
70% e 100%, consecutivamente. Deixar as laminas secarem em temperatura
ambiente. (2) Incubar as laminas por 2 minutos na solucdo de desnaturacao
(formamida 70% - 35 mL de formamida desionizada, 5 mL de 20xSSC e 10 mL de
agua destilada) a 70°C. Mergulhar as laminas em 2xSSC gelado e em seguida
imergi-las em banhos de 3 minutos em etanol 50%, 70% e 100% gelados. Secar as
laminas ao ar. (3) Pipetar a sonda (8 uL de sonda, 138 ng/uL, e 5 pL de meio de

hibridag&o) sobre a area de hibridagéo, cobrir com a laminula e incubar as laminas
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em camara de hibridacdo (papel umedecido com agua destilada) a 37°C, por um a
dois dias. (4) Apos a hibridagdo, lavar as laminas em um banho de 2xSSC a 37°C,
durante 5 minutos. Transferir as laminas paraum banho de PBT (0,1% de Tween 20
em PBS) a temperatura ambiente, por 5 minutos. Pipetar 100 pl do anticorpo
(neutravidina conjugada com rodamina (Roche Applied Science) (1:100 em PBT) em
cada area de hibridacdo, cobrindo-as com uma laminula de vidro. Incubar na camara
Uumida em estufa 37°C, por 45 minutos. Manter as laminas em 2 banhos de PBT a
temperatura ambiente, por 5 minutos cada. Lavar as laminas com jatos de PBS e
monté-las com DAPI (0,8 ng/pL) em SlowFade (Invitrogen). Analisar ao microscopio
de fluorescéncia.

Obtencdo, amplificacdo, sequenciamento

O ADN foi extraido segundo o protocolo de fenol/cloroférmio (Sambrook e
Russel, 2001), com modificacdes, como descrito nas duas etapas a seguir:

Na etapa 1, colocar em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml um pedaco do
tecido do animal de cerca de 1mm?e acrescentar 500 pl de tamp&o de lise de tecidos
(1,219 de Tris base 10 mM; 37,4g de EDTA 100mM). Macerar o tecido com a ajuda
de uma ponteira. Acrescentar 25 pl de SDS a 20%, 5 pl de proteinase XIV e 5ul de
RNAse. Deixar o tubo a temperatura ambiente em um agitador, durante um ou dois
dias, até a realizacdo da segunda etapa.

Na etapa 2, acrescentar no tubo contendo a amostra, 500 pl fenol/cloroférmio no
tubo e centrifugar durante 10 minutos a 13.000 rpm. Retirar a fase de baixo do tubo
e repetir o procedimento anterior. Retirar a fase de baixo do tubo e acrescentar 500
pl de cloroférmio no tubo e centrifugar durante 10 minutos a 13.000 rpm. Retirar a
fase de baixo do tubo e repetir o procedimento anterior. Retirar a fase de baixo do
tubo e centrifugar durante 10 minutos a 13.000 rpm. Retirar a fase de cima do tubo e

transferir para um tubo novo. Acrescentar 800 ul de etanol 100% gelado e virar o
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tubo varias vezes. Centrifugar durante 20 minutos, a 4°C, a 13.000 rpm. Descartar o
etanol e acrescentar 100 pl de etanol 70% gelado e centrifugar durante 30 minutos,
a 4°C, a 13.000 rpm. Descartar o etanol e deixar o tubo aberto “overnight” para secar
em temperatura ambiente. Acrescentar 30 pl de 4gua MilliQ no tubo e guardar em
geladeira. Verificar a qualidade e quantidade de ADN através de géis de agarose a
0,8%, e/ou através de quantificacdo direta do ADN em Nanodrop. Armazenar 0s
extratos de ADN em “freezer” a -20°C.

As sequéncias foram amplificadas através da técnica da rea¢do em cadeia pela
polimerase (PCR do inglés polymerase chain reaction). As reacdes foram realizadas
em um termociclador (Applied Biosystems modelo Veriti® 96 - Well Thermal Cycler).
Para um total de 50,0 pl de reacéo, foi adicionado: 39,3 pl de 4gua Ultrapura, 1 yl de
ADN (de 25 ng a 200 ng), 0,4 ul de dNTPs (25 mM/ml), 1 ul de cada iniciador (10
pmol), 5ul de tampéao de amplificacdo 10X, 2 yl de MgSO4 (100 nM) e 0,3 pl de
polimerase Taq Platinum (invitrogen) 1,5 unidade. Para verificar a qualidade do
produto amplificado, estes foram submetidos a eletroforese horizontal com tampé&o
NaOH 1X (670mM de Tris pH 8,8; 67mM de MgSO4 a; 166mM de NH4(SO4);
100mM de B mercaptoethanol). Foi aplicada 2,0 pl do produto amplificado em gel de
agarose 1,5% corado com GelRed (0,3ug/ml). A andlise e o registro das imagens
dos géis de agarose foram realizados em um transiluminador de UV e sistema digital
de foto-documentacdo. O tamanho dos fragmentos foi estimado utilizando um
marcador de 100 pb (“100pb DNA Ladder” - GE Healthcare).

Com o objetivo de retirar os iniciadores e nucleotideos livres na solugéo, todos
os produtos de PCR foram purificados com o conjunto de reagentes para purificacao
“GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare), de acordo com

as especificagbes dos fabricantes. Uma aliquota de 2,0 uyl do produto purificado foi
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corrida em gel de agarose 1,5% e corada com GelRed (0,3ug/ml) para verificar a
presenca e integridade do material.

As sequéncias completas do mt-Cytb das espécies de Artibeus, Carollia e
Phyllostomus, familia Phyllostomidae, foram amplificadas por PCR com os
iniciadores Cytb-Rhino F e Cytb-Rhino R (Tabela 13), desenhados para este estudo.
A ciclagem utilizada foi desnaturacéo inicial a 94°C durante 2', seguido de 35 ciclos
de desnaturacdo a 94°C durante 45", pareamento a 48°C durante 45", extensdo a
72°C durante 1'30", e extensdo final a 72°C durante 4' e 8°C infinito.

A amplificacdo das sequéncias do mt-Col (“DNA barcode”) das espécies aqui
estudadas foi realizada utilizando os iniciadores FishF1-COl e FishR1-COIl (Ward et
al., 2005;Tabela 13). Foi utilizada a seguinte ciclagem para amplificar amostras do
género Carollia: desnaturagédo inicial a 94°C durante 2', seguido de 35 ciclos de
desnaturagdo a 94°C durante 45", pareamento a 50°C durante 30", extenséo a 72°C
durante 2'30", e extensdo final 72°C durante 4' e 8°C infinito. Para amplificar
amostras dos géneros Artibeus e Phyllostomus foi utilizada a mesma ciclagem com

temperatura de pareamento de 56°C.
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Tabela 13 — Relacdo dos iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento dos genes
analisados, discriminando suas sequéncias, taxon em que foi utilizado e as referéncias. 1= Bonvicino
e Lemos (2001), 2= Cassens et al. (2000), 3= Silva e Patton (1993), 4= Ward et al. (2005), 5=
presente estudo.

Iniciador Sequéncia
Cytb-Rhino F 5'CCAYGACYAATGRCATGAA3’
5
Cytb-Rhino R 5TAGAATMTCAGCTTTGGGTGTTS’ ,
Artibeus
Mt-Cytb CB-in2 5 TGAGGACAAATATCATTYTGAGS Carollia 2
Phyllostomus
Cit-alo 5’ATAGCCACAGCATTCATAGGC3’ 1
CB-inl/ MVZ16 5’ AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT3’ 3
FishF1-COlI 5 TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC3  Artibeus
mt-Col CarolliaPhyll 4
ostomus
FishR1-COI 5TAGCTTCTGGGTGGCCAAAGAATCAS’

Todas as sequéncias foram obtidas utilizando-se o sequenciador automatico
ABI 3130 xl. O protocolo utilizado para um volume final de 10 ul de reagao foi: 2 pl
do produto de PCR purificado, 1 pl (3,2 pmol) do iniciador, 1 yl do Ready Reaction
Kit, 1,5 uL do tampéao BigDye Sequencing Buffer (5X) reagente de sequenciamento
“‘“DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing Premix for MegaBACE DNA Analysis
Systems” da Amersham Biosciences) e 4,5 yl de agua deionizada. As quantidades
seguem recomendacdo para montagem da reacdo de sequenciamento com o
BigDye Terminator Cicle Sequencing Kit v3.1. Os produtos das reacdes de
sequenciamento foram precipitados utilizando os protocolos do sequenciador.

Para o sequenciamento do mt-Cytb utilizou-se os mesmos iniciadores de
amplificagéo, além dos iniciadores internos CB-in2 (Cassens et al., 2000) e Cit-alo
(Bonvicino et al., 2001;Tabela 13). Para o sequenciamento do mt-Col utilizou-se os
mesmos iniciadores de amplificagao (FishF1-COl e FishR1-COl;Tabela 13).

As sequéncias senso e antisenso foram alinhadas com o auxilio dos programas

Chromas versao 1.45 e Chromas Pro versao 1.41
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(www.technelysium.com.au/chromas.html) e editadas manualmente, para a
obtencdo de uma sequéncia consenso para cada exemplar estudado.

Andlises das sequéncias de ADN

As estimativas de divergéncias entre as sequéncias foram calculadas a patrtir
do modelo de distancia Kimura 2-parametros (Kimura, 1980), com o programa
“Molecular Evolutionary Genetics Analysis” — MEGA verséo 6 (Tamura et al., 2013).

O modelo de evolugédo para as anadlises filogenéticas para cada conjunto de
dados foi escolhido com o teste de Critério de Informacdo Akaike 2 (“Akaike
information criterion” 2 - AIC2), AIC com correcdo, ou do Critério de Informacéo
Bayesiana (“Bayesian information criterion” - BIC), com o ModelGenerator 0.85
(Keane et al., 2006), optando-se pelo modelo mais paramétrico. As topologias de
maxima verossimilhanca (MV) com haplétipos de Phyllostomus foram obtidas por
busca heuristica, com o programa PhyML3.0 (Guindon e Gascuel, 2003), utilizando
o procedimento de bootstrap para o suporte dos ramos. Para as analises de
Carollia e Artibeus, com um numero grande de sequéncias, utilizou-se o
procedimento de aLRT. Este procedimento € conservativo e acurado como o0
bootstrap e utiliza um menor tempo computacional (Anisimova e Gascuel, 2006;
Guindon et al., 2010). As anélises Bayesianas (IB) de probabilidade posterior foram
realizadas com o programa Mr.Bayes 3.1 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) usando
cadeia de Markov Monte Carlo com diferentes numeros de geracdes. A
probabilidade posterior (pp) da analise Bayesiana foi calculada através de arvores
gue foram amostradas a cada 100 geracdes, apos remocao de 10% das geracbes
iniciais.

A rede de haplétipos de Median-joining (MJ) foi utilizada para analisar filogenia a
intraespecifica e avaliar a estrutura populacional e padrdes de distribuicdo

geogréfica, utilizando-se o programa NETWORK (Bandelt et al.,1999; Posada e
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Crandall, 2001).

As andlises filogenéticas foram realizadas para trés géneros da familia
Phyllostomidae, Phyllostomus, Carollia e Artibeus. Para as analises de Phyllostomus
foram utilizadas 23 sequéncias do mt-Cytb obtidas no presente trabalho, sendo 12
de P. hastatus, cinco de P. elongatus, seis de P. discolor, e duas retiradas do
GenBank, uma de P. elongatus (KC783056) e uma de P. hastatus (FJ155479;
Tabela 18). Foram utilizadas como grupo externosequéncias de Phylloderma
stenops (FJ155480), Mimon crenulatum (FJ155478), Lophostoma silvicolum
(JF923862) e Chrotopterus aurita (FJ155481).

Para as andlises de Carollia foram utilizadas 154 sequéncias do mt-Cytb, 40
sequenciadas no presente trabalho (36 de C. perspicillata e quatro de C. brevicauda)
e 114 do GenBank (84 de C. perspicillata e 30 de C. brevicauda). As analises do mt-
Col de Carollia utilizaram 48 sequéncias, 35de C. perspicillata (12 sequenciadas no
presente trabalho) e 13 de C. brevicauda retiradas do GenBank (Tabela 21). Devido
ao grande numero de sequéncias do mt-Col desta espécie, disponiveis no
GenBank, foram selecionadas uma de cada localidade de coleta existente e as mais
completas (Tabela 22). Foram também incluidas nas analises sequéncias do
GenBank de C. castanea (AF187022, JF448769), C. sowellii (AF511973, JF446754)
e C. subrufa (AF187024, JF446770), e como grupo externo foram utilizadas
sequéncias do GenBank de Glyphonycteris daviesi (AY380747, JF448848), R.
alethina (AF187028, JF449071) e Artibeus lituratus (FJ179233, JF448577) do mt-
Cytb e do mt-Col, respectivamente.

Para as andlises de Artibeus foram sequenciadas 18 amostras do mt-Cytb no
presente estudo (trés de A. fimbriatus, quatro de A. lituratus, sete de A. obscurus, e
qguatro de A. planirostris) e 52 outras sequéncias destas espécies foram obtidas do

GenBank, totalizando 69 sequéncias (Tabela 27). As andlises do mt-Col de Artibeus
108



utilizaram 28 sequéncias aqui obtidas (17 de A. obscurus, seis de A. planirostris e
quatro de A. lituratus), e 32 outras sequéncias destas espécies foram obtidas do
GenBank, totalizando 60 sequéncias (Tabela 28). Devido ao grande numero de
sequéncias dos dois genes para esta espécie, disponiveis no GenBank, foram
selecionadas uma de cada localidade de coleta existente e as mais completas.
Foram também incluidas nas analises sequéncias do GenBank de Artibeus amplus
(AY642924, JF447888), Artibeus jamaicensis (GQ861649, JF498916), Artibeus
concolor (U66518, HQ919731) e como grupo-externo, sequéncias de Dermanura
cinerea (EUB05598, HQ919748) e Enchistenes hartii (U66517, JF447408) do mt-

Cytb e do mt-Co1l, respectivamente.

3.4.3. Resultados
Familia Emballonuridae
Caridtipo

Foram cariotipadas trés espécies de Saccopteryx. O cariétipo com coloracao
convencional de Giemsa do macho CRB1784 e da fémea CRB2515 de Saccopteryx
bilineata (Temminck, 1838) mostrou 2n=26 e NF=36 (Tabela 14). O complemento
cromossOmico consiste em seis pares de cromossomos metacéntricos ou
submetacéntricos grandes e seis pares de cromossomos acrocéntricos pequenos. O
par cromossdmico nimero dois apresentou uma constricdo secundaria intersticial no
braco longo. O cromossomo X é um acrocéntrico médio e o cromossomo Y um
acrocéntrico pequeno (Figura 22a e b). O cariétipo com bandeamento-CBG da
fémea CRB2515 mostrou bandas pericentroméricas em todos 0S Cromossomos,
inclusive nos cromossomos X (Figura 22c). O cariétipo com coloragcao de nitrato de

prata da fémea CRB2515 mostrou as marcacdes das regides organizadoras de
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nucléolos (Ag-RONSs) na regiéo intersticial do braco longo do par numero dois e séo
coincidentes com a constricdo secundaria (Figura 22d).

O caridtipo com coloragdo convencional de Giemsa do macho CRB2648 de
Saccopteryx leptura (Schreber, 1774) mostrou 2n=28 e NF=38 (Tabela 14). O
complemento cromossOmico consiste em seis pares de cromossomos metacéntricos
ou submetacéntricos variando de grandes a médios e sete pares de cromossomos
acrocéntricos, variando de médios a pequenos. O cromossomo X é um acrocéntrico
médio e 0 Y € um acrocéntrico pequeno (Figura 23).

O cariotipo com coloracdo convencional de Giemsa da fémea de Saccopteryx
sp. (CRB2464) mostrou 2n=44 (Tabela 14). O complemento cromossomico consiste
em sete pares de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, variando de
grandes a médios e 15 pares de cromossomos acrocéntricos, variando de médios a
pequenos (Figura 24a). Como o Unico exemplar estudado era uma fémea, nédo foi
possivel identificar o par sexual, nem calcular o valor de NF. O bandeamento-CBG
mostrou bandas pericentroméricas em todos os cromossomos (Figrua 24b).

O cariétipo com coloracao convencional de Giemsa dos dois machos CRB2469
e CRB2473 de Rhynchonycteris naso (Wied-Neuwied, 1820) mostrou 2n=22 e
NF=36 (Tabela 14). O complemento cromossOmico consiste em oito pares de
cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, variando de grandes a médios e
dois pares de cromossomos acrocéntricos pequenos. O cromossomo X € um
acrocéntrico médio e o cromossomo Y € o menor metacéntrico do complemento
cromossémico. O par cromossOmico numero dois apresenta uma constricao
secundaria intersticial no braco longo(Figura 25a). O cariétipo com coloracdo de
nitrato de prata do macho CRB2469 mostrou as marca¢cdes das Ag-RONSs na regiao
intersticial do braco longo do segundo par, coincidentes com a constricdo secundaria

(Figrua 25b).
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Figura 22 - Cariotipo de Saccopteryx bilineata com 2n=26 e NF=36, fémea CRB2515, (a) coloragdo
convencional de Giemsa, (c) bandeamento CBG, (d) marcacdo de Ag-RONs, e macho CRB1784 (b)
colorac@o convencional. A seta indica as constrigbes secundarias e as Ag-RONs. XX= par sexual

feminino, XY= par sexual masculino.
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Figura 23 - Caridtipo com coloragdo convencional de Giemsa de Saccopteryx leptura macho
CRB2648 com 2n=28 e NF=38. XY= par sexual masculino.
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Tabela 14 - Espécimes cariotipados no presente estudo, com nimero de identificacdo (n° de campo e/ou de museu), sexo (S) elocalidades de coleta,nimero
diploide (2n) e nimero fundamental (NF), macho (M), fémea (F), margem direita (m.d.), margem esquerda (m.e.), Igarapé (lg).As abreviacdes referem-se ao n° de
campo de CRB=Cibele Rodrigues Bonvicino, LBCE=Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatoérios, JAO=Jodo Alves de Oliveira.
Estados brasileiros: Amazonas (AM), Para (PA), Roraima (RR). Os nimeros das localidades correspondem aqueles dos mapas dasFiguras20 e 21.

Espécie
Emballonuridae

Saccopteryx bilineata
Saccopteryx bilineata
Saccopteryx leptura

Saccopteryx sp.

Rhynchonycterisnaso

Phyllostomidae
Desmodus rotundus

Desmodus rotundus
Chrotopterux auritus
Lophostoma silviculum
Mimon crenulatum

Phylloderma stenops
Phyllostomus discolor
Phyllostomus elongatus

Phyllostomus elongatus

Numero de identificacéo

CRB1784
CRB2515(MN69241)
CRB2648(MN69346)
CRB2464(MN69196)

CRB2469(MN69199), CRB2473(MN69202)

CRB2106(MN69401)
LBCE6728
CRB2657(MN69355)
CRB2536(MN69260), CRB2631(MN69330)
CRB2430(MN69178)
CRB2607(MN69307)

CRB2475(MN69204)
CRB2173

CRB2560(MN69278)

26
26
28
44

22

28
28
28
34
32
32

32

32

32

36
36
38

36

52
52
52
60
60
58

60

58

58

m < T <

<

7 nm 1 Z 1 Z

Localidades

AM, Barcelos, Rio Curuduri, Ig. Curudurizinho(5)
AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4)
AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4)

AM, Barcelos, centro da cidade (1)

AM, Santa Isabel do Rio Negro, Rio Preto, m.e.
Ig.Malalaha, Ig. Coata (9)

AM, Barcelos, Rio Araca m.d., Ig.Jauari, Ucuqui (8)
PA, ltupiranga, Prog.Assentamento Benfica I(13)
AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4)

AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4)

AM,Barcelos, Rio Aracd, |g. Jauari, Colocacdo Trés
Rarracas (R)

AM, Barcelos, Rio Araca, m.e., lago do Ig. do Paula (7)

AM, Santa Isabel do Rio Negro, Rio Preto, m.e. Ig.
Malalaha, Ig. Coata (9)

AM, Santa Isabel do Rio Negro, Rio Preto m.e.,
Ig.Malalaha, Ig.Araujo (10)

AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4)
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Tab. 14 - Continuagéo

Espécie Numero de identificagao 2n  NF S | Localidades
AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4);
Phyllosotmus elongatus CRB2638(MN69278), CRB2683(MN69378) 32 58 km20Estrada Barcelos-Caurés,St Nova Vida (3)
Phyllostomus hastatus CRB2038(MN69080) 32 58 M AM, Barcelos, Rio Araca m.d., Ig.Jauari, Ucuqui (8)
RR i,P Naci | do Virua
Phylostomus hastatus JAO1942(MN70282) 32 58 F . Caracaral, Parque Nacional do Virua, Serra do
Preto(11)
Trachops cirthosus CRB2428(MN69176) 30 56 E AM, Barcelos, Rio Araca, lg. Jauari, Colocacdo Trés
Barracas(6)
Trachops cirrhosus CRB2620(MN69320) 30 56 F AM, Barcelos, Rio Araca, m.e., lago do Ig. do Paula (7)
Trachops cirrhosus CRB2527(MN69252) 30 56 AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4)
Trynicteris nicefori CRB2655(MN69353) 28 52 AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, g. Japomeri (4)

CRB2061(MN69097), CRB2160(MN69468),
CRB2174(MN69469), CRB2179(MN69470)

AM, Santa Isabel do Rio Negro, Rio Preto m.e.,

21 36 M Ig.Malalaha, Ig.Araujo (10)

Carollia perspicillata

CRB2119, CRB2130(MN69456), AM, Barcelos, Rio Araca m.d., Ig.Jauari,Colocagdo

Carollia perspicillata 21 36 M

CRB2149(MN69460), CRB2150(MN69461) Ucuqui(8)
Carollia perspicillata CRB2195(MN69471), CRB2219(MN69472), 21 36 M AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4)
Carollia perspicillata CRB2853, CRB2868, CRB2856 21 36 M AM, Barcelos, km10Estrada Barcelos-Caurés,(2)

CRB2127(MN69455), CRB2153(MN69463),

Caroliia perspicillata CRB2158(MN69467), CRB2854

20 36 F AM, Barcelos, Rio Araca m.d., Ig.Jauari,Ucuqui (8)

RR, Caracarai, Parque Nacional do Virua, Serra do Preto
(11)

20 36 F PA, ltupiranga, Prog.Assen.Benfica | (13)

Carollia perspicillata JAO1937(MN70277) 20 36 F

LBCE6730, LBCEG6731, LBCE6727, LBCEG6725,

Carollia perspicillata LBCEG6724
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Tab. 14 - Continuagéo
Espécie

Carollia brevicauda
Carolllia brevicauda

Ametrida centurio
Artibeus lituratus

Artibeus lituratus

Artibeus lituratus

Artibeus obscurus

Artibeus obscurus

Artibeus obscurus

Artibeus obscurus

Artibeus obscurus

Artibeus obscurus

Artibeus planirostris

Numero de identificacao
CRB2016(MN69061)

CRB2474(MN69203), CRB2492(MN69219)

CRB2145(MN69459)
CRB2606(MN69306)
CRB2642(MN69340), CRB2650(MN69348)

JAO1932(MN70272)

CRB2020(MN69064), CRB2644(MN69342)

CRB2639(MN69337), CRB2641(MN69339)

CRB2659(MN69357)

CRB2032(MN69074)
CRB2513(MN69239), CRB2526(MN69251),
CRB2528(MN69253), CRB2637(MN69335),

CRB2643(MN69341), CRB2645(MN69343),
CRB2652(MN69350), CRB2653(MN69351)

CRB2865

CRB1468(MN51731), CRB1469(MN51713)

2n

21

21

31
31
30

31

30

30

30

31

31

31

30

NF

36

36

56
56
56

56

56

56

56

56

56

56

56

S Localidades

M
M
M
M
F

<

AM, Barcelos, Rio Araca, m.d. Ig.Limé&o, Ig.Bigorna (8)

AM, Santa Isabel do Rio Negro, Rio Preto, m.e.
Ig.Malalaha, Ig. Coata (9)

AM, Barcelos, Rio Araca m.d., Ig.Jauari, Colocacao
Llcuai (])

AM, Barcelos, Rio Araca, m.e., lago do Ig. do Paula (7)

AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4)

RR, Caracarai, Parque Nacional do Virua, Serra do
Preto(11)

AM, Barcelos, Rio Aracé, m.d. Ig.Limao, Ig.Bigorna (8)
AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4)

AM, Barcelos, R Padauari m.e, Ig.Japomeri (4)

AM, Barcelos, Rio Araca m.d., Ig.Jauari,Colocacao

Llctou ()

AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4)

AM, Barcelos, km10Estrada Barcelos-Caurés, (2)

AM, Barcelos, km10Estrada Barcelos-Caurés (2)
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Tab. 14 - Continuagéo

Chiroderma trinitatum CRB2427(MN69175) 26 48 FAM, Barcelos, Rio Araca, Ig. Jauari, Colocagdo Trés
Barracas (6)

CRB2107(MN69403), CRB2120(MN265), AM, Barcelos, Rio Araca m.d., Ig.Jauari, Colocacao

Dermanura cinerea CRB2128(MN69408) 30 56 F Ucuqui (8)

Dermanura gnoma CRBZOGO(MCI\FIQGSSEJS;,(ﬁﬁggjgg)(MN69277), 30 56 M gMMjglr:ﬁal,s%b.zgsj?iacl)\;egro, Rio Preto m.e.,
Uroderma bilobatum CRB2640(MN69338) 42 50 F AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig. Japomeri (4)
Vampyriscus bidens JAO1988(MN70328) 26 48 F ?E) Caracarai, Parque Nacional do Virua, Serra do Preto
Mormoopidae

Pteronotus parnelli CRB2172 3 60 M gMM ;Zgﬁ;ﬁ%"_ig&?i{;gegro’ Rio Preto m.e.,
Noctilionidae

Noctilio albiventris CRB2610(MN69310) 34 62 F AM, Barcelos, Rio Araca, m.e., lago do Ig. do Paula (7)
Noctilio albiventris CRB2618(MN69318),CRB2621(MN69446) 34 62 M AM, Barcelos, Rio Araca, m.e., lago do Ig. do Paula (7)
Noctilio albiventris JAO1931(MN70271),JAO1946(MN70286) 34 62 F (RlFii Caracarai, Parque Nacional do Virua, Serra do Preto
Noctilio albiventris JAO2299(MN70631) M 34 62 (FiRl’) Caracarai, Parque Nacional do Virua, Serra do Preto
Noctilio leporinus CR82595(MCI\|I?6§22§15%,(I\Cjﬁgggf&)(MN69301), 34 62 F AM, Barcelos, Rio Araca, m.e., lago do Ig. do Paula (7)
Noctilio leporinus CRB2605(MN69305), CRB2608(MN69308), 34 62 M AM, Barcelos, Rio Araca, m.e., lago do Ig. do Paula (7)

CRB2609(MN69309), CRB2617(MN69317)
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Tab. 14 - Continuagéo

Espécie Numero de identificagéo Localidades
Molossidae
Cynomops planirostris JAO1936(MN70276), JAO1947(MN70287) 34 60 M (RlFB Caracarai, Parque Nacional do Virua, Serra do Preto
Cynomops planirostris JAO1948(MN70288) 34 60 F ?1% Caracarai, Parque Nacional do Virua, Serra do Preto
Eumops hansae CRB2410(MN69161), CRB2450(MN69190) 48 58 M gg"r'r fczrsc‘?g;s’ Rio Araca, 9. Jauari, Colocagdo Trés

. AM, Barcelos, Rio Araca, |Ig. Jauari, Colocacao Trés
Eumops perotis CRB2411(MN69162) 48 58 F Barracas (6)
Molossus molossus CRB2028(MN69070), CRB2031(MN69073) 48 64 F AM, Barcelos, Rio Aracia m.d., Ig.Jauari, Ucuqui (8)
Molossus molossus CRB2030(MN69072) 48 64 M AM, Barcelos, Rio Araca m.d., Ig.Jauari,Ucuqui (8)
Molossus molossus JAO1949(MN70289) 48 64 M (Rllz) Caracarai, Parque Nacional do Virua, Serra do Preto
Verpertilionidae

, CRB2114(MN69404), CRB2115(MN69405), . . . .

Myotis albescens CRB2116(MNB9406) 44 52 F AM, Barcelos, Rio Araca m.d., Ig.Jauari, Ucuqui (8)
Myotis riparius CRB2151(MN69410) 44 52 F AM, Barcelos, Rio Araca m.d., Ig.Jauari, Ucuqui (8)
Myotis sp. CRB2118(MN69407) 44 52 M AM, Barcelos, Rio Araca m.d., Ig.Jauari, Ucuqui (8)
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Figura 24 - Cariétipo do Saccopteryx sp. fémea CRB246
Giemsa, (b) bandeamento CBG

4 com 2n=44, (a) coloracdo convencional de
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Figura 25 - Carittipo de Rhynchonycteris naso macho CRB2469 com 2n=22 e NF=36, (a) coloragao
convencional de Giemsa, (b) marcacdo de Ag-RONs. As setas indicam as constricdes secundarias e
as Ag-RONSs. XY= par sexual masculino.

n
X

O <»

Tabela 15 — Cari6tipos de Emballonuridae. Namero diploide (2n), numero fundamental (NF), X=
cromossomo X, Y=cromossomo Y. Referéncias bibliograficas (Refs), 1= Baker (1970), 2= Baker e
Jordan (1970), 3= Baker et al. (1981a), 4= Baker et al. (1982), 5= Hood e Baker (1986), 6= presente
estudo.CO= Colédmbia, SR= Suriname, TT= Trinidade e Tobago, VE= Venezuela. Estados brasileiros
(BR): AM= Amazonas.

Espécie 2n  NF X Y Localidades Refs
Rhynchonycteris naso 22 36 A A TT, VE, SR, BR: AM 1,2,5,6
Saccopeteryx bilineata 26 36 A/IST AIST TT, SR, CO, BR: AM 1,2,56

Saccopteryx canescens 24 38 A A VE 4,5
Saccopteryx leptura 28 38 A/ISM A/M TT,VE,SR,CO,BR:AM 2,3,6
Saccopteryx sp. 44 - - - BR: AM 6
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Familia Phyllostomidae, Subfamilia Desmodontinae

Cariotipo

O cario6tipo com coloragédo convencional de Giemsa do macho CRB2106 e da
fémea LBCE6728 de Desmodus rotundus (E Geoffroy St.-Hilaire, 1810), mostrou
2n=28 e NF=52 (Tabela 14). O complemento cromossGmico consiste em 13 pares
de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, variando de grandes a
pequenos. O cromossomo X € um submetacéntrico grande e o cromossomo Y é um
metacéntrico pequeno, o menor cromossomo do complemento (Figura 26a e b).
Uma constricdo secundaria foi observada na regido centromérica do 8° par
cromossémico. O cariétipo com bandeamento-CBG da fémea LBCE6728 mostrou
bandas pericentroméricas em todos 0s cromossomos, inclusive nos cromossomos

sexuais X (Figura 26c).

a

58 %0 9K 62 2& ax ny

B B8 NT 20U 24 2h M
b
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C
X XN ¥Y 3 _ Anuwm X X
Figura 26 - Caridtipos de Desmodus rotundus com 2n=28 e NF=52, da fémea LBCE6728 (a)
coloracdo convencional de Giemsa e (c) bandeamento CBG, e do macho CRB2106 (b) com

coloragdo convencional. XX= par sexual feminino, XY= par sexualmasculino. O traco indica o
homdlogo do 11° par de cromossomos ausente e a seta indica a constricdo secundaria.
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Tabela 16 — Carittipos de Phyllostomidae, subfamilia Desmodontinae. Namero diploide (2n), nUmero
fundamental (NF), X=cromossomos X, Y=cromossomo Y. Referéncias bibliograficas (Refs), 1=
Yonenaga et al. (1969); 2= Toledo (1973); 3= Cadena e Baker (1976); 4= Baker (1979); 5= Souza
(1985); 6= Morielle et al. (1986); 7= Morielle e Varella-Garcia (1988); 8= Varella-Garcia et al. 1989);
9= Santos et al. (2001); 10= Sotero-Caio et al. (2010); 11= presente estudo. MX= México, NI=
Nicaragua. Estados brasileiros (BR): AM= Amazonas, BA= Bahia, RJ= Rio de Janeiro, PA= Para, PE=
Pernambuco, SP= S&o Paulo.

Espécie 2n  NF X Y Localidades Refs
MX, BR:SP,RJ,
Desmodus rotundus 28 52 SM/M AJ/ST PE.PA, AM 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11
Diaemus youngi 32 60 SM A NI, BR: SP, PE 3,4,8,9,10
Diphylla ecaudata 32 60 SM A MX, BR: PE 1,3,4,8, 9,10

Familia Phyllostomidae, Subfamilia Phyllostominae

Caridtipo

O cariétipo com coloragdo convencional de Giemsa do macho CRB2657 de
Chrotopterus auritus (Peters, 1856) mostrou 2n=28 e NF=52 (Tabela 14). O
complemento cromossomico consiste em 13 pares de cromossomos metacéntricos
ou submetacéntricos, variando de grandes a médios. O primeiro par do
complemento apresenta uma constricdo secundaria intersticial proximal no braco
longo. O cromossomo X € um submetacéntrico médio e o cromossomo Y um
acrocéntrico pequeno, correspondendo ao menor cromossomo do complemento
(Figura 28a). O cariétipo com bandeamento-CBG, do mesmo individuo (CRB2657),
mostrou bandas pericentroméricas em todos 0s cromossomos, inclusive no
cromossomo X. O cromossomo Y é totalmente heterocromatico e a constricao
secundaria é banda-C negativa (Figura 28b). O cariétipo com coloracéo de nitrato de
prata mostrou as marcacdes das Ag-RONs na regido intersticial proximal no braco
longo do primeiro par do complemento, coincidente com a constricdo secundaria

(Figura 28c).
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Figura 27 - Mapa com a distribuicdo geogréafica em cinza claro, com localidade-tipo (estrela azul),
localidades de espécimes cariotipados em estudos anteriores (pontos pretos) e nesse estudo (pontos
vermelhos). Emballonuridae (a) Saccopteryx bilineata com localidade-tipo no Suriname, (b)
Saccopteryx leptura com localidade-tipo no Suriname, (¢) Rhynchonycteris naso com localidade-tipo
no Rio Mucuri, Bahia. Phyllostomidae, Desmodontinae (d) Desmodus rotundus com localidade-tipo no
Paraguay, Asuncion. Distribuigdo (a e b) baseado em Yancey et al. (1998) e Hood e Gardner (2008),
(c) baseado em Plumpton e Jones (1992) e Hood e Gardner (2008), e (d) baseada em Greenhallet
al.(1983) e Kwon e Gardner (2008). Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro,
Para (3) Itupiranga, Sdo Paulo (4) Engenheiro Schmdit, (5) Anhembi, (6) Botucatu, (7) Fernando
Prestes (8) Itapua, (9) Jacupiranga, (10) Mirassol, (11) Pirassununga, (12) Séo José do Rio Preto,
(13) Vale da Ribeira, Rio de Janeiro (14) Itaguai, Pernambuco (15) S&o Lourenco da Mata, (16) Agua
Preta, (17) Toritama; Colémbia, (18) Leticia, (19) Puerto Lopez, (20) Villavicencio; Suriname, (21)
Nickerie, (22) Para, (23) Marowijine; Trinidad e Tobago, (24) Blanchisseuse, (25) Las Cuevas, (26)
Guayaguayare, (27) West Indies; México (28) Vera Cruz, (29) Morelos; Venezuela: (30) Guarico.
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O cariétipo com coloracdo convencional de Giemsa das fémeas CRB2536 e
CRB2631 de Lophostoma silvicola d’Orbigny, 1836 mostrou 2n=34 e NF=60 (Tabela
14). O complemento cromossdmico consiste em 14 pares de Cromossomos
metacéntricos ou submetacéntricos, variando de grandes a pequenos e dois pares
de cromossomos acrocéntricos (Figura 29a).0 cariétipo com bandeamento-CBG da
fémea CRB2631 mostrou bandas pericentroméricas em todos 0sS cromossomos,

inclusive no cromossomo X (Figura 29b).
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Figura 28 - Caridtipo de Chrotopterus auritus macho CRB2657 com 2n=28 e NF=52, (a) colorag&o
convencional de Giemsa, (b) bandeamento CBG, (c) marcacdo de Ag-RONs. As setas indicam as
constricdes secundarias e as Ag-RONs. XY= par sexual masculino.
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Figura 29- Carittipo de Lophostoma silvicola com 2n=34 e NF=60, (a) colora¢do convencional de
Giemsa da fémea CRB2536, (b) bandeamento CBG da fémea CRB2631. XX= par sexual feminino.

O caridtipo com coloracdo convencional de Giemsa da fémea CRB2430 de
Mimon crenulatum (E. Geoffroy, 1803) mostrou 2n=32 e NF=60, com o complemento
cromossOmico consistindo de todos o0s autossomos metacéntricos ou
submetacéntricos (Tabela 14). O quinto par de autossomos apresentou um
heteromorfismo com um dos elementos apresentando a morfologia de
submetacéntrico e o outro elemento com a morfologia de metacéntrico. O
cromossomo X € um submetacéntrico grande (Figura 30a). O cariétipo com
coloracdo de nitrato de prata mostrou as marcacfes das Ag-RONsna regido

telomérica do brago curto do ultimo par de autossomos (Figura 30b).
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Figura 30 - Cariétipo de Mimon crenulatum fémea CRB2430 com 2n=32 e NF=60, (a) coloracéo
convencional de Giemsa, (b) marcacao de Ag-RONSs. A seta indica as Ag-RONSs e o detalhe mostra o
heteromorfismo no quinto par de cromossomos. XX= par sexual feminino.

O carittipo com coloracdo convencional de Giemsa da fémea CRB2607 de
Phylloderma stenops Peters, 1865 mostrou 2n=32 e NF=58 (Tabela 14). O
complemento cromossOmico consiste de 15 pares de cromossomos autoSSomos
metacéntricos ou submetacéntricos e o cromossomo X € um submetacéntrico
grande (Figura 30a). O cariétipo com bandeamento-CBG mostrou bandas
pericentroméricas em todos os cromossomos, inclusive no cromossomo sexual X

(Figura 31b).
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Figura 31- Caridtipo de Phylloderma stenops fémea CRB2607 com 2n=32 e NF=58, (a) coloracéo
convencional de Giemsa, (b) bandeamento CBG. XX= par sexual feminino.

O caridtipo com coloragdo convencional de Giemsa das fémeas CRB2428,
CRB2527 e CRB2620 de Trachops cirrhosus (Spix, 1823)mostrou 2n=30 e NF=56
(Tabela 14). O complemento cromossdmico consiste em 14 pares de cromossomos
metacéntricos ou submetacéntricos variando de grandes a médios. O cromossomo X
€ um submetacéntrico médio. O 11° par cromossdmico apresenta uma constricdo
secundéaria na regido intersticial do braco longo (Figura 33a). O cariétipo com
bandeamento-CBG da fémea CRB2620 mostrou bandas pericentroméricas em todos
0s cromossomos. O cromossomo sexual X apresenta heterocromatina em todo o
braco curto e na regidao proximal do centrébmero do braco longo (Figura 33b).O
cariétipo com coloracdo de nitrato de prata da fémea CRB2620 mostrou as
marcacdes das Ag-RONSs na regido intersticial do bra¢o longo do par cromossémico

namero 11, coincidente com a constricdo secundaria (Figura 33c).
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Figura 32 - Mapa com a distribuicdo geogréfica em cinza claro, localidade-tipo (estrela azul) e
localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos anteriores (pontos pretos), e nesse
estudo (pontos vermelhos). Phyllostomidae (a) Chrotopterus auritus com localidade-tipo no México,
(b) Lophostoma silvicolum com localidade-tipo em Yungas, Bolivia, (c) Mimon crenulatum com
localidade-tipo em Belém, Para, (d) Phylloderma stenops com localidade-tipo em Caiena, Guiana
Francesa. Distribuicbes baseadas em (a) Medellin (1989) e Wiliams e Genoways (2007), (b)
Medelline Arita (1989), (c e d) Nogueira et al. (2007) e Wililams e Genoways (2007). Brasil,
Amazonas, (1) Barcelos; (2) Para; (3) Amazonas; (4) Mato Grosso; (5) Pernambuco; Sdo Paulo (6)
Sao José do Rio Preto,(7) Jacupiranga; Peru (8) Loreto; Coldmbia (9) Leticia; (10) Coldémbia; Trinidad
e Tobago (11) San Rafael, Las Cuevas, Caura Valley, Blachisseuse, Suriname (12) Saramacca, (13)
Brokopondo, (14) Nickerie, (15) Bitagron, (16) Commenwijine; (17) Equador; Costa Rica (18)
Puntarenas, (19) Rincon de Osa.
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Figura 33 - Cariotipo de Trachops cirrhosus fémea CRB2620 com 2n=30 e NF=56, (a) coloracéo
convencional de Giemsa, (b) bandeamento CBG, (c) marcacdo de Ag-RONs. As setas indicam as
constricdes secundarias, Ag-RONs e a heterocromatina constitutiva no braco curto do cromossomo X.
XX= par sexual feminino.

O cari6tipo com coloragdo convencional de Giemsa do macho CRB2655 de
Trinycteris nicefori (Sanborn, 1949) mostrou 2n=28 e NF=52 (Tabela 14). O
complemento cromossdémico consiste em 13 pares de cromossomos metacéntricos
ou submetacéntricos, variando de grandes a pequenos. O cromossomo X é um
submetacéntrico grande e o0 cromossomo Y ummetacéntricopequeno,
correspondendo ao menor cromossomo do complemento (Figura 34).

O caribtipo com coloragdo convencional de Giemsa do macho CRB2475 de

Phyllostomus discolor Wagner, 1843 mostrou 2n=32 e NF=60 (Tabela 14). O

complemento cromossdémico consiste em 15 pares de cromossomos metacéntricos
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ou submetacéntricos, variando de grandes a pequenos. O cromossomo X € um
metacéntrico médio e o cromossomo Y é um metacéntrico pequeno, 0 menor

cromossomo do complemento (Figura 36).

W nn

0oL (Y 91 o8y m XY

Figura 34 - Caridtipo de Trinycteris nicefori macho CRB2655 2n=28 e NF=52, com colorac¢éo
convencional de Giemsa. XY = par sexual masculino.
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Figura 35 - Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo (estrela azul) e
localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos anteriores (pontos pretos), e nesse
estudo (pontos vermelhos). Phyllostomidae (a) Trinycteris nicefori com localidade-tipo em Cucuta,
norte de Santander, Coldmbia, (b) Trachops cirrhosus com localidade-tipo no Para, Brasil.
Distribuicbes baseadas em (a) Rocha et al. (2013) e Williams e Genoways (2007), (b) Sousa et al.
(2013) e Williams e Genoways (2007). Brasil, Amazonas, (1) Barcelos; Pernambuco (2) Toritama, (3)
Rio Formoso; Suriname (4) Nickerie, (5) Brokopondo,(6) Commenwijine, (7) Trinidad e Tobago,
Trinidad (8) Guaguayare; México (9) Chiapas.
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Figura 36 - Caridtipo de Phyllostomus discolor macho CRB2475 com 2n=32 e NF=60, com colora¢éo
convencional de Giemsa. XY = par sexual masculino.

O cari6tipo com coloracdo convencional de Giemsa das trés fémeas CRB2173,
CRB2638, CRB2683 e do macho CRB2560 de Phyllostomus elongatus (E. Geoffroy,
1810) mostrou 2n=32 e NF=58 (Tabela 14). O complemento cromossGmico consiste
em 14 pares de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, variando de
grandes a pequenos e um par de cromossomos acrocéntricos, correspondendo ao
menor par do complemento. O cromossomo X é um metacéntrico grande (Figura 37a

e b).
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Figura 37 - Cari6tipo de Phyllostomus elongatus com 2n=32 e NF=58, com colora¢do convencional de
Giemsa, (a) fémea CRB2173 e (b) macho CRB2560. XX= par sexual feminino, XY= par sexaul
masculino.
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O caridtipo com coloragdo convencional de Giemsa da fémea JAO1942 e do
macho CRB2038 de Phyllostomus hastatus (Pallas, 1767) mostrou 2n=32 e NF=58
(Tabela 14). O complemento cromossdémico consiste em 14 pares de cromossomos
metacéntricos ou submetacéntricos, variando de grandes a pequenos e um par de
Cromossomos acrocéntricos, correspondendo ao menor par do complemento. O
cromossomo X € um metacéntrico médio e o cromossomo Y 0 menor acrocéntrico
do complemento (Figura 38a e b). O cariétipo com bandeamento-CBG da fémea
JAO1942 mostrou bandas pericentroméricas em todos 0s cromossomos, inclusive
no cromossomo X (Figura 38c). O cari6tipo com coloracdo de nitrato de prata da
fémea JAO1942 mostrou as marcagfes das Ag-RONSs na regido telomérica do braco

curto do ultimo par de cromossomos autossomos (Figura 38d).
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Figura 38 - Caridtipo de Phyllostomus hastatus com 2n=32 e NF=58, (a) fémea JAO1942 com
coloragdo convencional de Giemsa, (b) macho CRB2038 com coloracdo convencional, fémea
JAO1942 (c) com bandeamento CBG, (d) com marcacdo de Ag-RONs. XX= par sexual feminino, XY =
par sexual masculino. A seta indica as Ag-RONSs.
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Figura 39 — Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo (estrela azul) e
localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos anteriores (pontos pretos), e nesse
estudo (pontos vermelhos). Phyllostomidae (a) Phyllostomus hastatus com localidade-tipo no
Suriname, (b) Phyllostomus elongatus com localidade-tipo no Rio Branco, Mato Grosso, (c)
Phyllostomus discolor com localidade-tipo em Cuiabd, Mato Grosso. As distribuicées foram baseadas
em: (a) Santos et al. (2003) e Williams e Genoways (2007), (b) Williams e Genoways (2007), (c)
Kwiecinski (2006) e Williams e Genoways (2007). Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do
Rio Negro, Bahia (3) ltagiba, Minas Gerais (4) Frutal, Sdo Paulo (5) Sado José do Rio Preto, (6)
Mirassol, (7) Novo Horizonte; Para (8) Peixe-Boi, (9) Belém; (10) Pernambuco; Rio de Janeiro (11)
ltaguai, (12) Colémbia; (13) Trinidad e Tobago; México (14) Chiapas; (15) Venezuela; (16) El
Salvador.

132



Tabela 17-Cariétipos de Phyllostominae, subfamilia Phyllosotminae. NUumero diploide (2n), nimero fundamental (NF), X=cromossomos X, Y=cromossomo Y,
referéncias bibliograficas (Refs), 1= Hsu et al. (1968); 2= Baker, 1967; 3= Yonenaga (1969), 4= Baker e Hsu (1970), 5= Baker et al. (1973), 6= Toledo (1973), 7=
Gardner (1977), 8= Patton e Baker (1978); 9= Baker (1979), 10= Honeycutt et al. (1980), 11= Baker et al. (1981a), 12= Tucker e Bickham (1986), 13= Morielle e
Varella-Garcia (1988), 14= Rodrigues et al. (2000), 15= Santos et al. (2002), 16= presente estudo. Estados brasileiros: AM= Amazonas, BA= Bahia, MG= Minas
Gerais, PA= Para, PE= Pernambuco, RJ= Rio de Janeiro, SP= S&o Paulo.

Espécie 2n NF X Y Localidades Refs.
Chrotopterus auritus 28 52 SM A Suriname, Brasil: SP, AM 3, 6,16
Lophostoma brasiliense 30 56 ST A Suriname, Trinidade e Tobago 9
Lophostoma carrikeri 26 46 - - Brasil: PE, Suriname, Trinidade e Tobago 3,11,7
Lophostoma schulzi 28 36 A A Suriname 10
Lophostoma silvicola 34 60 SM A Costa Rica, Suriname, Peru, Brasil: PA, AM, MT 7,10, 12,16
Mimon bennettii 30 56 M M Suriname 11
Mimon crenulatum 32 60 MSM MA Trinidade e Tobago, Suriname, PXR;IJ, Colébmbia, Equador, Brasil: PE, 4.8,9 16
Phylloderma stenops 32 58 M/SM A Trinidade e Tobago, Suriname, Colémbia, Brasil: SP, PE 4,5, 9, 15
Phyllostomus discolor 32 60 SMIM A/M México, Trinidade e Tobago, El S’ill\\//lador, Brasil: SP, BA, PE, MG, PA, 11321131 156186
Phyllostomus elongatus 32 58 SM A Colébmbia, Brasil: PE, AM 45, giéB’ 15,
Phyllostomus hastatus 32 58 SM/M A Trinidade e Tobago, Brasil: SP, BA, PE, MG, PA, AM 133114612 26
Phyllostomus latifolius 32 60 SM A Suriname 10
Trachops cirrhosus 30 56 ST/A A México, Trinidade e Tobago, Suriname, Brasil: SP, PE, AM 1,2,3,9 15,16
Trinycteris nicefori 28 52 SM M Trinidade e Tobago, Suriname, Brasil: AM 4,8,9, 16
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Familia Phyllostomidae, Subfamilia Phyllostominae

Anélises Filogenéticas

Na analise das 25 sequéncias de Phyllostomus com o mt-Cytb foi encontrado
um total de 22 haplétipos (Tabela 18). Foram utilizadas 13 sequéncias e
identificados 11 haplotipos de Phyllostomus hastatus, sendo o H2 compartilhado por
trés amostras, uma do estado do Tocantins (Axixa), uma do estado do Para
(Itupiranga) e uma do estado do Amazonas (Barcelos; Tabela 18). Foram
encontrados cinco haplotipos em seis sequéncias de P. elongatus, o H15
compartilhado por duas amostras do estado do Amazonas, em Barcelos, no Rio
Padauari e foram identificados seis haplotipos em seis sequéncias de P. discolor
(Tabela 18). A média das estimativas de distancia genética intragenérica Kimura-2
parametros (k-2p) de Phyllostomus foi 8,35%. As médias das distancias genéticas
intraespecificas de P. hastatus foi 0,79%, de P. elongatus foi 0,55% e de P. discolor
foi 4,74%. As médias das distancias K-2p entre P. hastatus e P. elongatus foi
10,57%, entre P. hastatus e P. discolor foi 12,29% e entre P. elongatus e P. discolor
foi 8,95% (Tabela 19).

As analises de Inferéncia Bayesiana (IB) e de Maxima Verossimilhaca (MV) de
Phyllostomus com o mt-Cytb foram realizadas usando o modelo evolutivo de
substituicdo de bases GTR - General time reversible (Rodrigues et al., 1990) + |
(sitios invariaveis) + G (distribuicdo gama). As reconstrucdes filogenéticas foram
iguais para ambas as analises e somente a topologia de IB foi mostrada (Figura 40-
42). Estas andlises mostraram a monofilia do género Phyllostomus (bootstrap
84,7%, pp 0,99) e das espécies P. hastatus, P. elongatus e P. discolor, com altos
valores de suporte. O género Phyllostomus mostrou-se dividido em dois clados, um
formado por P. discolor e o outro formado por P. hastatus e P. elongatus como

espécies-irmas. Dentro de P. hastatus, as analises mostraram um hapl6tipo de um
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individuo de Roraima (H6) separado do clado com haplétipos de individuos do
Amazonas, Para, Pernambuco, Tocantins e Venezuela (Figura 40-42). Dentro de P.
elongatus, haplétipos com amostras de Barcelos (H13 e H15) e Santa Isabel do Rio
Negro (H12 e H14), no Amazonas e da Venezuela (H16), mostraram-se colapsados
(Figura 38). Phyllotomus discolor apresentou-se separada em dois clados (bootstrap
100%, pp 1), um deles formado por haplétipos da Paraiba (H17 e H20) e de
Pernambuco (H21 e H19) e outro formado por haplétipos somente da Paraiba (H18
e H22; Figura 42).

As analises de MJ de P. discolor com mt-Cytb recuperou a topologia das
andlises de MV e IB mostrando duas linhagens separadas por 43 substituicbes

nucleotidicas, tendo uma das linhagens trés vetores medios (Figura 43).
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Tabela 18 - Lista das amostras de Phyllostomus utilizadas nas analises com mt-Cytb, com o haplétipo
(H), referéncias bibliogréaficas (Refs), n° de campo ou do GenBank (ldentificacdo), localidades de
coleta e n°de pares de base (pb) sequenciados. Ig= Igarapé, m.d.= margem direita, m.e.= margem
esquerda. As abreviacdes referem-se ao n° de campo de CRB=Cibele Rodrigues Bonvicino, LBCE=
Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Reservatorios Silvestres, JAO=Jodo Alves de
Oliveira, KS, TL e AL= Alfredo Langguth. VE= Venezuela. Estado brasileiro (BR): Amazonas (AM),
Para (PA), Paraiba (PB), Pernambuco (PE), Tocantins (TO), Roraima (RR). 1= Hoffman et al. (2008);
2= Dumont et al. (2014); 3= presente estudo.

Téxon H Identificacédo Localidade pb Refs
BR: AM, Barcelos, Rio Araca, m.d.

P. hastatus 1 CRB1797 . ) 1140 3
Ig.Limé&o, lg.Bigorna
LBCE13107, ) . .
orasiaus 2 Lecesrs o BRTOMDEPA lubtegs A yiss
CRB2207 ’ -€.19. Jap
P hastatus 3 CRB2038 BR: AM, Barcelo:_:,, Rio Ar_aca m.d., 1140 3
Ig.Jauari, Ucuqui
P. hastatus 4 LBCE13105 BR: TO, Axixa 1134 3
P hastatus 5 CRB2041 BR: AM, Barcelos, Rio P_adauarl m.e, Ig. 1140 3
Japomeri
P hastatus 6 JAO1942 BR: RR, Parque Nacional do Virua, Serra 1116 3
do Preto
P. hastatus 7 LBCE13106 BR: TO, Axixa 1128 3
P.hastatus 8  CRB2039 BR: AM, Barcelos, Rio Araca m.d., 1140 3
Ig.Jauari, Ucuqui
P. hastatus 9 FJ155479 VE: Bolivar 1140 1
P.hastatus 10 CRB2122 BR: AM, Barcelos, Rio Araca m.d., 1140 3
Ig.Jauari, Ucuqui
P. hastatus 11 TL29 BR: PE, Ipojuca, Mata do Mingu 1126 3
P.elongatus 12 CRB2173 BR:AM, Santa Isabel do Rio Negro_,Rlo 1140 3
Preto m.e., Ig. Malalaha, lg.Araujo
BR: AM, Barcelos,Est.Barcelos-Caurés,
P. elongatus 13 CRB2690 km20.St Nova Vida 1115 3
P. elongatus 14 CRB2052 BR:AM, Santa Isabel do Rio Negro,_ Rio 1055 3
Preto m.e., Ig. Malalaha, lg.Araujo
CRB2638, BR: AM, Barcelos, Rio Padauari m.e, Ig.
P. elongatus 15 CRB2560 Japomeri 1140 3
P. elongatus 16 KC783056 VE: Bolivar 1139 2
P. discolor 17 KS206 BR: PB, Araruna, Parque Estadual 1098 3
P. discolor 18 KS205 BR: PB, Araruna, Parque Estadual 1090 3
P. discolor 19 TL30 BR: PE, Ipojuca, Mata do Mingu 1121 3
P discolor 20 KS153 BR: PB, Joao Pessoa, Campus | da UFPB, 1101 3
Mata da Prefeitura
P. discolor 21 KS05 BR: PE, Aldeia, Chacara Vale 1096 3
P. discolor 22 AL3837 BR: PB, Mata Pau Ferro 1125 3
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Tabela 19 - Estimativas de distancia genética Kimura 2-parametros (%) entre os hapl6tipos (H) de Phyllostomus com o mt-Cytb.

Espécie H6 H7 H8 H9 HI0 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20 H21
. hastatus

. hastatus g 35

.hastatus 044 0,26

. hastatus 0,62 044 0,53

-hastatus 035 0,35 044 0,62

.hastatus 054 054 063 082 054

-hastatus 072 054 063 063 0,72 0,91

-hastatus 080 080 089 1,08 0,80 1,00 0,99

.hastatus 107 107 1,16 1,35 107 128 145 1,16

-hastatus 980 0,80 0,89 1,08 0,80 1,00 0,99 0,89 0,98

.hastatus 018 054 063 082 054 073 091 1,00 1,27 0,99

.elongatus 10,50 10,77 10,61 10,30 10,50 10,38 10,72 11,14 11,25 11,12 10,66

.elongatus 10,62 10,89 10,73 10,30 10,62 10,37 10,71 11,27 11,38 11,25 10,71 0,91

.elongatus 10,05 10,33 10,16 9,92 10,05 9,74 10,34 10,72 10,71 10,71 10,09 0,38 0,97

.elongatus 10,25 10,51 10,36 10,05 10,25 10,13 10,46 10,88 10,99 10,87 10,40 0,18 0,73 0,19

. elongatus 10,39 10,65 10,50 10,19 10,39 10,26 10,60 11,02 11,13 11,00 10,54 0,62 0,45 0,67 0,44

.discolor 11,27 11,67 11,65 11,48 11,54 11,17 12,04 11,94 12,67 11,82 11,54 13,62 13,76 13,27 13,62 13,78

.discolor 11,09 11,49 11,74 11,30 11,22 11,39 11,59 12,03 12,49 11,91 11,36 13,47 13,33 12,41 13,18 13,34 4,87
.discolor 11,67 12,07 12,05 11,99 11,93 11,57 12,55 12,34 13,05 12,22 11,67 13,17 13,47 13,11 13,17 13,32 0,74 5,12

.discolor 11,50 11,64 11,75 11,45 11,77 11,14 12,01 11,91 12,63 11,79 11,77 13,75 13,92 12,98 13,75 13,90 180 5,74 1,69

T

© 00 N O g b~ W N P jEE

o
= O

T N e T
O © N o 0o M w N
W TV TV U U U U U U U U U v vV U U U U U T

N
=Y

.discolor 12,52 12,94 12,92 12,74 12,80 12,42 13,33 13,22 13,97 13,10 12,80 15,11 15,25 14,30 15,11 15,28 159 586 140 151

N
N

.discolor 13,04 13,59 13,70 13,38 13,04 13,55 13,55 14,01 14,46 13,89 13,31 14,63 15,03 14,00 14,34 1450 9,49 2,08 9,16 9,98 10,03
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Figura 40 - Topologia de IB de Phyllostomus com o mt-Cyth. Os nimeros préximos aos nés, a esquerda representam valores de bootstrap = 70 e a direita
representam os valores de probabilidade posterior = 0,70. Clado de P. hastatus em destaque. Mapa com a distribuicdo de P. hastatus e os pontos de coleta das
amostras utilizadas no presente trabalho, ponto preto= GenBank, ponto vermelho= sequenciadas no presente trabalho. Localidade-tipo (estrela azul): Suriname.
Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, Roraima (2) Caracarai, Para, (3) ltupiranga, Tocantins (4) Axix4, Pernambuco (5) Ipojuca; Venezuela (6) Bolivar. AM= Amazonas,
PE= Pernambuco, RR= Roraima, TO= Tocantins, VE= Venezuela. Para identificacdo dos haplétipos (H) veja Tabela 18.

-80 -70 -60 -50 -40

138



H6 RR, Serra do Preto
H2 AM, Barcelos, PA, ltupiranga, TO, Axixa

H
50411 -/o,gs AM, Barcelos

rHS

H8, | AM, Barcelos
H10
70,8/ 0,79
H9 VE, Bolivar
mn,as{H" AM, Barcelos
H11 PE, Ipojuca
"T*H12 AM, Sta. Isabel do Rio Negro
H13 AM, Barcelos
100/ 84,4/ 0,99
H16 VE
H14 AM, Sta. Isabel do Rio Negro

- H15 AM, Barcelos

| H17 PB, Araruna

e EHQO PB, Jodo Pessoa
4{,‘. 10,76 90,3/0,99 95H5§0159PEY Alde|a

t Ll H19 PE, Ipojuca

3] . 99,0/ H18 PB, Araruna
™~ =i LH22 PB, Mata Pau Ferro

i Mimon crenulatum
b Phylioderma stenops
Lophostoma silvicoium

82,8/0,71

20

P. hastatus

96,3/0,99|

84,7/0,99

P. elongatus

P. discolor

Chrotopterus auritus

0,06 v

T 1000km |\ . { L
i { e "4.H12 AM, Sta. Isabel do Rio Negro
-80 70 60 50 -40 H13 AM, Barcelos
100/~ 84,4/ 0,99

H16 VE

[

84,7/0,99

H14 AM, Sta. Isabel do Rio Negro
H15 AM. Barcelos

Figura 41-Topologia de IB de Phyllostomus com o mt-Cyth. NUmeros préximos aos nés, a esquerda representam valores de bootstrap = 70 e a direita representam
os valores de probabilidade posterior = 0,70. Clado de P. elongatus em destaque. Mapa com a distribuicdo de P. elongatus e os pontos de coleta das amostras
utilizadas no presente trabalho, ponto preto= GenBank, ponto vermelho= sequenciadas no presente trabalho. Localidade-tipo (estrela azul): Rio Branco, Mato
Grosso, Brasil. Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro, Venezuela (3) Bolivar. AM= Amazonas, VE= Venezuela. Para identificagdo dos
haplétipos (H) veja Tabela 18.

139



\ . S
g e
20 - ) et
e ¥ - S =
~ - K
. { g
R.\\ "\ - .\.r_). < . i
10 SO f 8 =
g .
- “’ A ) iy
,l i ! /}\.
0 . 4
& & . N
[ -? "J ( ’("f 4
g g g
I
3 pa
\\ 1
\
-10 4
N \‘\\ 7
\ r o
4
- ‘ {
B f
T (
20 0 1000 km It v
= L f
E’J z e
|4 } i
/ 74
-90 -80 -70 -60 -50 -40

96,3/ 0,99|

84,7/0,99

H6 RR, Serra do Preto
H2 AM, Barcelos, PA, Itupiranga, TO, Axixa

_/Iﬂ'!éis AM, Barcelos

P. hastatus

610,88y H1 AM, Barcelos

H11 PE, Ipojuca

"4 H12 AM, Sta. Isabel do Rio Negro
H13 AM, Barcelos

100/ 84,4/ 0,99
H16 VE
H14 AM, Sta. Isabel do Rio Negro

H15 AM, Barcelos

P. elongatus

-/0.76|

H17 PB, Araruna
90,3/0,99 QSHS%UOBQPB’ Jodo Fessoa
4‘ [ H21 PE, Aldeia
96/ H19 PE, Ipojuca

w PB, Araruna
- H22 PB, Mata Pau Ferro

P. discolor

4{

Mimon crenulatum

Chrotopterus auritus|

\

90,3/0,99

99/1

0,06

Phylloderma stenops
Lophostoma silvicoium

H17 PB, Araruna
H20 PB, Joao Pessoa
95,5/0,99

H21 PE, Aldeia
H19 PE, Ipojuca

w PB, Araruna
H22 PB, Mata Pau Ferro

Figura 42-Topologia de IB de Phyllostomus com o mt-Cyth. Os nimeros préximos aos nés, a esquerda representam valores de bootstrap = 70 e a direita
representam os valores de probabilidade posterior = 0,70. Clado de P. discolor em destaque. Mapa com a distribuicdo de P. discolor e os pontos de coleta das
amostras de P. discolor estudadas com o mt-cyth. Pontos vermelhos= amostras sequenciadas no presente trabalho, Localidade-tipo (estrela azul): Cuiaba, Mato
Grosso, Brasil. Paraiba, (1) Araruna, (2) Parque Estadual Mata do Pau Ferro, (3) Jodo Pessoa, Pernambuco, (4) Ipojuca, (5) Aldeia. PE= Pernambuco, PB=
Paraiba. Para identificacdo dos haplétipos (H) veja Tabela 18.
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Figura 43 - Rede de haplotipos de Phyllostomus discolor com mt-Cytb. Os circulos correspondem aos haplétipos, e os triangulos pretos indicam vetores médios.
Numeros préximos as linhas indicam o nimero de substituicdes nucleotidicas. Para identificacdo dos haplétipos (H) veja Tabela 18.
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Familia Phyllostomidae, Subfamilia Carollinae

Cariétipo

Foram cariotipadas duas espécies de Carollia. O cariétipo com coloracao
convencional de Giemsa de 18 machos (CRB2061, CRB2160, CRB2174, CRB2179,
CRB2119, CRB2130, CRB2149, CRB2150, CRB2195, CRB2219, CRB2853,
CRB2868, CRB2856, LBCE6724, LBCE6725, LBCE6727, LBCE6730, LBCE6731) e
cinco fémeas (CRB2127, CRB2153, CRB2158, CRB2854, JAO1937) de Carollia
perspicillata (Linnnaeus, 1758) mostrou 2n=21 nos machos e 2n=20 nas fémeas e
NF=36 em ambos os sexos (Tabela 14). O complemento cromossémico consiste em
nove pares de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, variando de
grandes a pequenos. Estes espécimes apresentam cromossomos sexuais multipos
do tipo XX/XY1Y,, sendo o0 cromossomo X um submetacéntrico grande, o
cromossomo Y; um acrocéntrico pequeno (0 menor do complemento) e 0 Y, um
acrocéntrico médio. O cromossomo X apresenta uma constricdo secundaria
conspicua intersticial, localizada no brago longo (Figura 44a e b). O cari6tipo com
bandeamento-CBG de trés machos (CRB2119, CRB2179, CRB2219) e sete
fémeas(CRB2127, CRB2854, LBCE6724, LBCE6725, LBCE6727, LBCE6730,
LBCE6731) mostrou bandas pericentroméricas em todos 0S Cromossomos
autossomos e nos cromossomos X e Y,. O cromossomo Y; é totalmente
heterocromatico. Adicionalmente, o primeiro par cromossdmico apresenta uma
banda intersticial no brago curto e o 2° 3°, 5° parese 0 cromossomo X apresentam
uma banda telomérica nos bracos curtos (Figura 44c e d). O cariotipo com coloragao
de nitrato de prata do macho CRB2868 mostrou as marca¢cdes das Ag-RONs na
regido intersticial proximal do braco longo do cromossomo X, coincidente com a

constricdo secundaria (Figura 44e).
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Figura 44 - Cariétipo de Carollia perspicillata, ffmeas com 2n=20 e NF=36,machos com 2n=21 e
NF=36, coloragéo convencional de Giemsa (a) fémea JAO1937 e (b) macho CRB2179, bandeamento
CBG (c) fémea CRB2854 e (d) macho CRB2179, (e) macho CRB2868, com marcagéo de Ag-RONSs.
As setas indicam as constricdes secundarias e as Ag-RONs. XX= par sexual feminino, XY,Y, = par
sexual masculino (sistema sexual multiplo).
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O cariétipo com coloracdo convencional de Giemsa dos trés machos
(CRB2016, CRB2474, CRB2492) de Carollia brevicauda (Schinz, 1821) mostrou
2n=21 e NF=36 (Tabela 14). O complemento cromossOmico consiste em nove pares
de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, variando de grandes a
pequenos. Estes espécimes apresentam cromossomos sexuais multipos do tipo
XXIXY1Y,, sendo o cromossomo X um submetacéntrico grande, o cromossomo Y;
um acrocéntrico pequeno (0 menor do complemento) e o Y, um acrocéntrico médio.
O cromossomo X apresenta uma constricAo secundaria conspicua intersticial,
localizada no braco longo (Figura 45a). O cari6tipo com bandeamento-CBG do
macho CRB2474 mostrou bandas pericentroméricas em todos 0s autossomos € nos
cromossomos X e Y, O cromossomo Y; é totalmente heterocroméatico.
Adicionalmente, o cromossomo numero um apresenta uma banda intersticial no
braco curto e os cromossomos 2, 3 e 5 e 0 cromossomo X apresenta marcacdes nas
regibes teloméricas dos bracos curtos (Figura 45b). O cari6étipo com coloracdo de
nitrato de prata do macho CRB2492 de C. brevicauda mostrou marcacfes de Ag-
RONSs na regiao intersticial proximal do braco longo do cromossomo X, coincidente
com a constricao secundaria (Figura 45c). O cariétipo com FISH de sonda telomérica
do macho CRB2474 mostrou sinais terminais em todos 0S cromossomos e
marcacdes nas regibes pericentroméricas do 1°, 2°, 3° 4° 5° e 8° pares,e
docromossomo X. Adicionalmente, o cromossomo X mostrou um sinal na constricéo

secundéaria e o Y; hibrida ao longo de todaa sua extenséo (Figura 45d).
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Figura 45 - Caridtipo de Carollia brevicauda macho, com 2n=21 e NF=36, (a) CRB2016 com
coloracdo convencional de Giemsa, (b) CRB2474 com bandeamento-CBG, (c) CRB2492 com
marcagdes de Ag-RONSs, (d) CRB2474 com FISH de sondas teloméricas. A seta indica as constricbes
secundérias. XYY, = par sexual masculino (sistema sexual multiplo).
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Tabela 20 - Cariétipos de Carollia discriminando os nimeros diploide (2n) e fundamental (NF), cromossomos sexuais feminino (X) e masculino (Y), Y original (Y4), Y
novo (Y5,), regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs), heterocromatina constitutiva (HC), braco curto (p), braco longo (q), referéncias bibliograficas (Refs).
1=Baker(1967); 2= Hsu et al. (1968); 3= Yonenaga et al. (1969); 4= Baker e Bleier (1971); 5= Patton e Gardner (1971); 6= Toledo (1973); 7= Stock (1975); 8=
Morielle e Varella-Garcia (1988); 9= Tucker e Bickham (1989); 10= Santos e Souza (1998); 11= Baker et al. (2002); 12= Noronha et al. (2004); 13= Pieckarza
(2005);14= Solari e Baker (2006); 15= Garcia et al. (2010); 15= presente estudo. CO= Colémbia, CR= Costa Rica, HN= Honduras, MX= México, PE= Peru, TT=
Trinidad e Tobago; estados brasileiros (BR): Amazonas (AM), Para (PA) e Pernambuco (PE).

Espécie X Y: Y, Ag-RON Bandas-C Localidade
Pericentromérica Terminal Intersticial  Total

C. benkeithi 22 38 SM - - - Pouca HC comparada a C. brevicauda e C. perspicillata PE 5
C.benkeithi 22 38 SM - - ; Autossomos, Y, 2p, 3p, 5p,6p . Y PE 8,14
C. brevicauda 20/21 36 ST - - - Autossomos, X,Y, 2p,3p,5p 1p,Xp Y PE 7
C. brevicauda 20/21 36 St A - Xq Autossomos, X, Y 2p,3p,5p 1p,Xp Y, BR: PA 13
C. brevicauda 20/21 36 St A - Xq Autossomos, X,Y, 2p,3p,5p 1p,Xp Yi BR: AM 16
C. castanea 2021 36 ST A A - - - - - CoO 4
C. castanea 20/21 36 ST A A - Autossomos, X,Y, 2p,3p,5p Xp 6p, Y1 CR, PE
C. perspicillata 20/21 36 ST A A - - - M)éRCOBZT 1’27,,48, 6,
C. perspicillata 20/21 36 ST A A Xq Autossomos, X,Y, 2p, 3p, Xp 1p . BR: RJ 15
C. perspicillata 20/21 36 ST A A - Autossomos, X,Y, 2p,3p,5p 1p,Xp Y, CR 9
C. perspicillata 20/21 36 ST A Xq - - - - BR: PA 12
C.perspicillata 20/21 36 ST A A Xq Autossomos, X,Y, 2p, 3p, 5p 1p, Xp Y, BR: PE, AM 10,16
C.perspicillata 20/21 36 ST A A Xq - - - - BR: SP 3,8
C. sowelli 21 36 ST A A - - - - - MX, CO, HN 1,511
C. subrufa 21 36 ST A A - - - - - MX 1

146



30

o

g0

Wi, ~her 100! A

140 -
, o oy
g 2e o : o3 Ve

o5

20 0 1000 km - 207

30 5 ] e s 304

Figura 46 - Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo (estrela azul) e
localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos anteriores (pontos pretos), e nesse
estudo (pontos vermelhos). Phyllostomidae (a) Carollia brevicauda com localidade-tipo no Rio Jucu,
Fazenda Coroaba, Rio de Janeiro, Brasil, (b) Carollia perspicillata com localidade-tipo no Suriname,
Distribuicdo baseada em (a) MacLellan e Gardner (2008), (b) Clutier e Thomas (1992) e MacLellan e
Gardner (2008), Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro, Para (3) ltupiranga,
(4) Belém, Pernambuco (5) lgaracu; (6) Bahia; Rio de Janeiro(7) Angra dos Reis; S&o Paulo (8) Séo
Sebastido, (9) Botucatu; Costa Rica (10) Guanacaste, (11) Heredia; (12) Trinidad e Tobago, Colémbia
(13) Leticia, (14) Restrepo, México (15) Vera Cruz, (16) Tuxtla.

Familia Phyllostomidae, Subfamilia Carolliinae

Anélises Filogenéticas

Nas analises das 118 sequéncias de Carollia perspicillata com o mt-Cytb foram
identificados 108 haplotipos, nove deles compartilhados. Alguns haplétipos foram
compartilhados por amostras da mesma localidade, como H53 compartilhado por
duas amostras do Sergipe (Santo Amaro das Brotas), H54 por duas amostras de
Pernambuco (Tamandaré), H77 por duas de Minas Gerais (Caratinga) e H102 por
duas do México (Chiapas; Tabela 21). Outros haplétipos foram compartilhados por
amostras de localidades diferentes, como: H1 que foi compartilhado por duas
amostras, uma do Rio de Janeiro em Petropolis na localidade Itaipava, e outra da
Paraiba em Areia na Reserva Estadual Mata de Pau Ferro, H4 compartilhado por
uma amostra do estado do Amazonas em Barcelos, e uma do estado do Amapa no

Rio Anacui, H17 por trés amostras, uma do estado de Pernambuco em Bezerros e
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duas do Rio Grande do Norte em Baia Formosa, H33 duas amostras, uma da Bahia
em Cocos e outra de Goias em Cavalcante, e H99 duas amostras, uma do México e
outra da Guatemala (Tabela 21). Nas analises das 32 sequéncias de Carollia
brevicauda com o mt-Cytb foram identificados 31 haplétipos, com H1 compartilhado
entre duas amostras do Amazonas, sendo uma do Rio Aracd, lgarapé Bigorna e
outra do Rio Padauari, Igarapé Japomeri, ambos afluentes da margem esquerda do
Rio Negro (Barcelos;Tabela 22).

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padréo de
diferenciacédo entre as sequéncias de Carollia com o mt-Cytb foi o HKY (Hasegawa
et al., 1985) + | (sitios invariaveis) + G (distribuicdo gamma), usado nas andlises de
IB e de MV. A média das distancias genética intraespecificas K-2p de C. brevicauda
foi de 1,93% e de C. perspicillata foi de 1,77% e entre as duas espécies
(interespecificas) foi 4,01%.

As reconstrucdes filogenéticas de Carollia com o mt-Cytb apresentaram a
mesma topologia nas analises MV e IB,e somente a topologia de MV foi mostrada
(Figuras 47, 49-52). Estas andlises mostraram o monofiletismo do género Carollia
com altos valores de suporte (aLRT 1, pp 1). O clado formado por Carollia mostrou
C. castanea divergindo do clado contendo C. perspicillata, C. brevicauda, C. sowellii
e C. subrufa. Neste clado,C. subrufa foi a primeira a divergir do clado contendo dois
subclados, um formado por C. sowellii, e outro contendo C. perspicillata e C.
brevicauda como espécies-irmas, com baixo suporte de aLRT e probabilidade
posterior 0,84.

O clado de C. brevicauda se divide em dois (aLRT 0,82, pp 1), um com amostras
do Suriname, Venezuela, Guiana e Brasil (Amazonas, Barcelos e Santa Isabel do
Rio Negro), e outro com amostras da Bolivia, Equador, Panama, Peru e Brasil

(Amazonas, Santa Isabel do Rio Negro e Mato Grosso, Aripuand; Figura 47).
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O clado de C. perspicillata também se divide em dois grandes clados, o clado 1
contendo haplétipos do sudeste, incluindo Una na Bahia (Figura 49)e o clado 2
contendo individuos de todas as regides amostradas, incluindo amostras do sudeste
(aLRT 0,94, pp 0,99; Figura 47). O clado 2 se subdivide nos clados 2A, 2B e 2C. O
clado 2A inclui os haplotipos do Amazonas (Barcelos, H28, H30, H31), Bahia
(Cocos, H5, H6), Pard (ltupiranga, H23) e Sao Paulo (Pedreira, H10), aqui
sequenciados, e varios haplotipos do México, Equador, Guatemalae Suriname
(Figura 50). O clado 2B inclui haplotipos de Goids (Cavalcante, H7 e H9),
Pernambuco (Brejo Madre de Deus, H24) e Amazonas (Barcelos, H32), aqui
sequenciados e varios haplétipos do Peru, Equador, Guiana e de localidades do
Sudeste (Jundiai, SP; Itacarambi, MG), Norte (Santa Isabel do Rio Negro, AM),
Nordeste (Candido Mendes, MA) e Centro-Oeste (Aripuand, MT) do Brasil (Figura
51). O clado 2C inclui haplétipos do Amazonas (Barcelos, H3, H4, H8, H18, H20,
H21, H60, H61, H62; Santa Isabel do Rio Negro, H19, H39, H41, H43, H44, H46),
Para (ltupiranga, H13, H14, H22), Pernambuco (Bezerros, H15, H16, H17, H25),
Bahia (Cocos, H33) e Goids (Cavalcante, H33) aqui sequenciados e varios
haplétipos do Equador, Guiana, Venezuela, e de localidades do Norte, Nordeste,

Centro-Oeste e Sudeste do Brasil (Figura 52).
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Tabela 21- Amostras de Carollia perspicillata analisadas com mt-Cytb, especificando o haplétipo (H),
referéncias bibliogréaficas (Refs); n° de campo ou de acesso do GenBank (Identificac&o), localidades
de coleta e n° de pares de base (pb) sequenciados. EC= Equador; GY= Guiana; GT= Guatemala,;
MX= México; PE= Peru; SR= Suriname; VE= Venezuela. Estados brasileiros (BR): Amazonas (AM),
Amapa (AP), Bahia (BA), Espirito Santo (ES), Goias (GO), Maranhao (MA), Minas Gerais (MG), Mato
Grosso (MT), Para (PA), Pernambuco (PE), Rio de Janeiro (RJ), Rio Grande do Norte (RN), Sergipe
(SE), Sao Paulo (SP). 1= Wright et al. (1999); 2= Hoffmann e Baker (2003); 3= Pavan et al. (2011); 4=
Velazco (2013); 5= presente estudo.

Identificagao Localidades
1 LBCE13175,AL3839 BR:RJ, Petropolis; PB, Areia 1125 5
2 LBCE11826 BR:PA, Abaetetuba 1125 5
3 CRB1777 BR:AM,Barcelos 1140 5
4 CRB1776, FJ589715 BR:AM, Barcelos; AP,Rio Anacui 1129 5
5 CRB1629 BR:BA, Cocos 1140 5
6 CRB1628 BR:BA, Cocos 1140 5
7 CRB915 BR:GO, Cavalcante 1140 5
8 CRB2559 BR: AM, Barcelos 1140 5
9 CRB914 BR: GO, Cavalcante 1120 5
10 CRB805 BR: SP, Pedreira 1140 5
11 CRB808 BR: SP, Pedreira 1119 5
12 LBCE13182 BR: RJ, Petrépolis, Itaipava 1140 5
13 LBCE6730 BR: PA, ltupiranga 1119 5
14 LBCEG6724 BR: PA, ltupiranga 1125 5
15 EG195 BR: PE, Bezerros 1075 5
16 EG194 BR: PE, Bezerros 1137 5
17 EGl’zééiigggGg& BR: PE, Bezerros; RN, Baia Formosa 1126 2,3,5
18 CRB2879 BR: AM, Barcelos 1126 5
19 CRB2061 BR: AM, Sta. Isabel Rio Negro 1140 5
20 CRB2890 BR: AM, Barcelos 1126 5
21 CRB1773 BR: AM, Barcelos 1126 5
22 LBCEG727 BR: PA, ltupiranga 1126 5
23 LBCEG6725 BR: PA, Itupiranga 1130 5
24 EG232 BR: PE, Brejo Madre de Deus 1121 5
25 EG182 BR: PE, Bezerros 1134 5
26 CRB2880 BR: AM, Barcelos 1121 5
27 CRB2887 BR: AM, Barcelos 1139 5
28 CRB2868 BR: AM, Barcelos 1140 5
29 CRB2130 BR: AM, Barcelos 1140 5
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Tab. 21- Continuacéo

H

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

53

54

55
56
57
58
59
60
61

Identificacao

CRB2856
CRB2127
CRB2854

CRB1623, CRB916

AF187026
AF187025
KF019723
KF019722
FJ589714
FJ589713
FJ589712
FJ589711
FJ589710
FJ589709
FJ589708
FJ589707
FJ589706
FJ589705
FJ589704
FJ589703
FJ589702
FJ589701
FJ589700

FJ589696
FJ589695
FJ589694
FJ589693
FJ589692
FJ589691
FJ589690

Localidade

BR:
BR:
BR:
BR:
PE:
SR:
PE:
PE:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:

FJ589699, AF511982 BR:

FJ589697, AF511981 BR:

BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:

AM, Barcelos

AM, Barcelos

AM, Barcelos

BA, Cocos; GO, Cavalcante
Cuzco

Nickerie

San Martin

San Martin

AM, Sta. Isabel Rio Negro
AM, Sta. Isabel Rio Negro
AM, Sta. Isabel Rio Negro
AM, Sta. Isabel Rio Negro
AM, Sta. Isabel Rio Negro
AM, Sta. Isabel Rio Negro
AM, Sta. Isabel Rio Negro
AM, Sta. Isabel Rio Negro
AM, Sta. Isabel Rio Negro
AM, Sta. Isabel Rio Negro
MA, Candido Mendes
MA, Céandido Mendes
MA, Candido Mendes

PE, Olinda

PE, Olinda

SE, Sto. Amaro das Brotas

PE,Tamandaré

PE,Tamandaré
MA, Sao Luis
MT, Aripuana
MT, Aripuané
MT, Aripuana
AM, Barcelos

AM, Barcelos

pb
1121
1121
1139
1140
1139
1138
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140

1140

1140

1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140

Refs

W W W W W W W W W wWw w w wwwds>>-2rrr P o0 0O

N
w

N
w

W W W w w w w
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Tab. 21- Continuacéo

H

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

77

78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
01
92
93
94

Identificacdo
FJ589689
FJ589688
FJ589686
FJ589687
FJ589685
FJ589684
FJ589683
FJ589682
FJ589681
FJ589680
FJ589679
FJ589678
FJ589677
FJ589676
FJ589675

FJ589674, AF511974 BR:

FJ589673
FJ589672
FJ589671
FJ589670
FJ589669
FJ589668
FJ589667
FJ589666
FJ589665
FJ589664
FJ589663
FJ589662
FJ589661
FJ589660
FJ589659
FJ589658
FJ589657

Localidades

BR: AM, Barcelos
BR:RJ,Mangaratiba

BR:

MG, Unai

BR:RJ,Mangaratiba

BR:
BR:
BR:
BR:

MG, Itacarambi
MG, ltacarambi
MG, ltacarambi

MG, Itacarambi

BR:MG, Sta.Barbara

BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:

BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:
BR:

MG, Sta. Barbara
MG, Matrliéria
MG, Matrliéria
MG, Marliéria
MG, Marliéria
MG, Matrliéria
MG, Caratinga

MG, Caratinga

ES, Linhares

ES, Aracruz

ES, Aracruz

SP, Mogi das Cruzes
SP, Embuguacu

SP, Jundiai

SP, Ribeirdao Grande
SP, Salesoépolis

SP, llha Bela

SP, llha Bela

BA, Una

BA, Una

ES, Cariacica

ES, Cariacica

ES, Aguia Branca
ES, Aguia Branca

pb
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140

1140

1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140
1140

Refs

W W W W W W W w wWw w wWw w w w w

N
w

W W W W W W W W W W W W W wWw w w w
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Tab. 21- Continuacéo

H Identificacdo Localidades pb Refs
95 FJ589656 BR: ES, Aguia Branca 1140 3
96 FJ589655 BR: ES, Aguia Branca 1140 3
97 AF511991 EC: Napo, P.N. Yasuni 1140 2
98 AF511990 EC: Napo, P.N. Yasuni 1140 2
99 AF511989, AF511988 I\P/Ic))(r;tﬁ::mpeche, Escarcega, GT: El Peten, 1140 2
100 AF511987 MX: Quintana Roo, Laguna Noh-Bec 1140 2
101 AF511986 MX: Tulum 1140 2
102 AF511985, AF511984 MX: Chiapas, Agua Azul 1140 2
103 AF511983 VE: Barinas, Barinitas 1140 2
104 AF511979 GY: Berbice District, Dubulay Ranch 1140 2
105 AF511978 GY: Berbice District, Dubulay Ranch 1140 2
106 AF511977 GY: Northwest District, Baramita 1140 2
107 AF511976 EC: Esmeraldas, San Lorenzo 1140 2
108 AF511975 EC: Esmeraldas, San Lorenzo 1140 2

A andlise de MJ de C. brevicauda com mt-Cytb recuperou a topologia das
analises de MV e IB, mostrando duas linhagens separadas por 16 substituicdes

nucleotidicas e nenhum vetor médio (Figura 48).
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Tabela 22- Amostras de Carollia brevicauda analisadas com mt-Cyth, especificando o haplétipo (H),
referéncias bibliogréaficas (Refs), n° de campo ou de acesso do GenBank, localidades de coleta e n°
de pares de base (pb) sequenciados. BO= Bolivia, EC= Equador, GY= Guiana, PA= Panama, PE=
Peru, SR= Suriname, VE= Venezuela. Estados brasileiros (BR): Amazonas (AM), Bahia (BA), Mato
Grosso (MT). 1= Wright et al. (1999); 2= Hoffmann e Baker (2003); 3= Pavan et al, (2011); 4= Velazco
(2013); 5= presente estudo.

1 CRB2545, CRB2016 BR: AM, Barcelos 1115 5
2 CRB2492 BR: AM, Santa Isabel Rio Negro 1115 5
3 CRB2474 BR: AM, Santa Isabel Rio Negro 1069 5
4 AF511951 BO: Santa Cruz, Buen Retiro 1140 2
5 AF511960 PA: Panama, P.N. Altos de Campana 1140 2
6 KF019711 PE: San Martin, Moyobamba 1140 4
7 KF019710 PE: Madre de Dios 1140 4
8 KF019709 PE: Cuzco, Paucartambo 1140 4
9 KF019708 PE: Cuzco, Paucartambo 1140 4
10 FJ589654 BR: AM, Santa Isabel Rio Negro 1140 3
11 FJ589653 BR: AM, Santa Isabel Rio Negro 1140 3
12 FJ589652 BR: MT, Aripuana 1140 3
13 FJ589651 BR: MT, Aripuana 1140 3
14 FJ154120 PE: Cuzco, Paucartambo 1140 3
15 AF511959 VE: Barinas, Barinitas 1140 2
16 AF511958 GY: Northwest District, Baramita 1140 2
17 AF511957 VE: Bolivar, El Pamar 1140 2
18 AF511956 EC: Napo, P.N. Yasuni 1140 2
19 AF511955 SR: Saramacca, Raleigh Falls 1140 4
20 AF511954 EC: Napo, P.N. Yasuni 1140 4
21 AF511953 EC: Esmeraldas, San Lorenzo 1140 4
22 AF511952 BO: Santa Cruz 1140 4
23 AF187019 PE: Cuzco, La Convencion 1140 1
24 AF187018 PE: Loreto, Aguas Negras 1140 1
25 KF019718 PE: San Martin, Moyobamba 1140 1
26 KF019717 PE: San Martin, Moyobamba 1140 4
27 KF019716 PE: San Martin, Moyobamba 1140 4
28 KF019715 PE: San Martin, Moyobamba 1140 4
29 KF019714 PE: San Martin, Moyobamba 1140 4
30 KF019713 PE: San Martin, Moyobamba 1140 4
31 KF019712 PE: San Martin, Moyobamba 1140 4
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Figura 47 - Topologia de MV de Carollia com o mt-Cyth. Os ndmeros proximos aos nds a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam
valores de probabilidade posterior = 0,70. Clado de C. brevicauda em destaque, com as amostras obtidas no presente trabalho em vermelho. Mapa com a
distribuicdo de C. brevicauda e os pontos de coleta das amostras de sequéncias dos genes mt-Cytb e mt-Col utilizadas no presente trabalho. Brasil, Barcelos (1)
Rio Padauari (Igarapé Japomeri) e Rio Araca (Igarapé Bigorna), Santa Isabel do Rio Negro (2) Rio Preto (lgarapé Coatd); Mato Grosso (3) Aripuand; Bolivia (4)
Santa Cruz; Peru (5) San Martin, (6) Madre de Dios, (7) Cusco, (8) Loreto; Equador (9) Napo, (10) Esmeraldas, (11) Orellana; Panama (12) P.N. Altos de Campana;
(13) Darien; Venezuela (14) Barinas, (15) Bolivar; Guiana (16) Northwest District, (17) Upper Takutu-Upper Essequibo, (18) Upper Demerara-Berbice, (19) Potaro-
Siparuni, (20) Demerara-Mahaica; Suriname (21) Saramacca, (22) Sipaliwini, (23) Nickerie, (24) Brokopondo. Localidade-tipo (estrela azul): Rio Jucu, Fazenda de
Coroaba, Espirito Santo, Brasil. Para identificacéo dos haplétipos (H) veja Tabela 22.
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Figura 48 - Rede de haplétipos de Carollia brevicauda com mt-Cyth. Os circulos correspondem aos hapl6tipos, e os triangulos pretos indicam vetores médios.
Numeros dentro dos circulos correspondem aos nimeros dos haplétipos e os nimeros préximos as linhas indicam o nimero de substituicdes nucleotidicas. Para
identificacao dos haplétipos (H) veja Tabela 22.

156



s \
1 -y
h e N \_,”\
20- A
10 = ‘7;
*
0 e
10 N
: 15 Y
. ®e 1y §
0 1000 km A 13 oulsi2
204 13
[r— ] 734 1098
-30 )

90 -80 70 60 -50 40

SP, Pedreira

RJ, Petrépolis
MG,Unai

MG, Marliéria

MG, Santa Barbara
MG, Marliéria

ES, Linhares

SP, Salesépolis
RJ, Mangaratiba
ES, Aguia Branca
MG, Santa Barbara
MG, Marliéria

SP, Mogi das Cruzes
MG, Marliéria

ES, Aracruz

BA, Una

MG, Caratinga

SP, Embuguacgu

SP, Ribeirdo Grande

:I SP, Ilha Bela
:I BA, Una

ES, Cariacica
] ES, Aguia Branca
MG, Marliéria
MG, Caratinga

1M

-/0,80

11

A

0,76/0,97

@
°
S
©
2
S
©
b
)
®
=
o
L.
«
6]
0,96/1
_[- i ©
3
©
=
2
0.94/0,29 Q
= )
A
)
Q
@©
=
-10,84 o
I/ W
0,84/0,93 5
(6]

Carollia sowelli
Carollia subr

uj
rollia

Py

yphony

is daviesi

phylla alethina
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valores de probabilidade posterior = 0,70. Clado 1 de C. perspicillata em destague, com as amostras obtidas no presente trabalho em vermelho. Mapa com a
distrbibuicdo de C. perspicillata e os pontos de coleta das amostras utilizadas no presente trabalho, ponto preto= GenBank, ponto vermelho= sequenciadas no
presente trabalho. Brasil, Rio de Janeiro (1) Petropolis, (2) Mangaratiba; Sao Paulo (3) Pedreira, (4) Salesopolis, (5) Mogi das Cruzes, (6) Embuguacu, (7) Ribeirao
Grande, (8) llha Bela; Espirito Santo (9) Cariacica, (10) Aracruz, (11) Aguia Branca, (12) Linhares; Minas Gerais (13) Unai, (14) Marliéria, (15) Santa Barbara, (16)
Caratinga; Bahia (17) Una. Localidade-tipo (estrela azul): Suriname. Para identificagcao dos haplétipos (H) veja Tabela 21.
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Figura 50 - Topologia de MV de Carollia com o mt-Cytb. Os nimeros proximos aos nds a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam
valores de probabilidade posterior = 0,70. Clado 2A de C. perspicillata em destaque, com as amostras obtidas no presente trabalho em vermelho. Mapa com a
distribuicdo de C. perspicilata e os pontos de coleta das amostras utilizadas no presente trabalho, ponto preto= GenBank, ponto vermelho= sequenciadas no
presente trabalho. Brasil, Amazonas (1) Barcelos Km 10 da Estrada Barcelos- Caurés, (2) Barcelos Rio Araca, (3) Santa Isabel do Rio Negro; Paréa (4) ltupiranga,
Bahia (5) Cocos; Sao Paulo (6) Pedreira; Suriname (7) Nickerie; Equador (8) Esmeraldas; México (9) Campeche, (10) Quintana Roo, (11) Tulum, (12) Chiapas;
Guatemala (13) El Peten. Para identificacdo dos haplétipos (H) veja Tabela 21.
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Figura 51 - Topologia de MV de Carollia com o mt-Cyth. Os ndmeros proximos aos nds a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam
valores de probabilidade posterior = 0,70. Clado 2B de C. perspicillataem destaque, com as amostras obtidas no presente trabalho em vermelho. Mapa com a
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presente trabalho. Brasil, Amazonas (1) Barcelos, km 10 da Estrada Barcelos-Caurés, (2) Santa Isabel do Rio Negro; Goias (3) Cavalcanti; Maranhao (4) Candido
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Figura 52 - Topologia de MV de Carollia com o mt-Cytb. Os nimeros proximos aos nés a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam
valores de probabilidade posterior = 0,70. Clado 2C de C. perspicillataem destaque, com as amostras obtidas no presente trabalho em vermelho. Mapa com a
distribuicdo de C. perspicilata e os pontos de coleta das amostras utilizadas no presente trabalho, ponto preto= GenBank, ponto vermelho= sequenciadas no
presente trabalho.Brasil, Amazonas (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro; Maranh&o (3) Séo Luis, (4) Candido Mendes; Para (5) Abaetetuba, (6) ltupiranga;
Pernambuco (7) Bezerros, (8) Olinda, (9) Tamandaré; Amapd, (10) Anacui; Paraiba (11) Areia; Mato Grosso (12) Aripuana; Minas Gerais (13) Itacarambi; Bahia
(14) Cocos; Goias (15) Cavalcanti; Rio Grande do Norte (16) Baia Formosa; Sergipe (17) Santo Amaro das Brotas; Rio de Janeiro (18) Petrépolis, (19)
Mangaratiba; Espirito Santo (20) Aguia Branca; Peru (21) San Martin, (22) Cuzco; Venezuela (23) Barinas; Guiana (25) Berbice; Equador (26) Napo. Para
identificacao dos haplétipos (H) veja Tabela 21.
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Nas analises das 48 sequéncias de Carollia perspicillata com o mt-Col foram
identificados 35 haplétipos, quatro deles compartilhados. O haplétipo H1 foi
compartilhado por nove amostras, duas do Amazonas (Barcelos), trés da Guiana,
duas do Suriname e uma do México. O H4 foi compartilhado por duas amostras,
uma de Goias (Cavalcante) e outra da Guiana, o H12 por quatro amostras,uma da
Costa Rica, duas do Panama e uma da Nicaragua, e H20 por uma da Guiana e outra
da Venezuela. Nas analises das sequéncias de Carollia brevicauda com o mt-Col
das treze sequéncias analisadas foram identificados treze haplétipos (Tabela 24).

O modelo evolutivo de substituicdo de bases que melhor explicou o padrao de
diferenciacéo entre as sequéncias do mt-Col de Carollia foi o HKY (Hasegawa et al.,
1995) + | (sitios invariaveis) +G (distribuicdo gamma) usado nas analises de IB e de
MV. A média da distancia genética intraespecifica K-2p de C. perspicillata foi de
1,13% e de C. brevicauda foi de 1,84% e entre as duas espécies (interespecifica) foi
2,4% (Tabela 24).

As analises de MV e IB de Carollia com o mt-Col apresentaram topologias
distintas, mas ambas mostraram o monofiletismo do género Carollia com alto
suporte (bootstrap 96,5%, pp 1). Na MV a linhagem de C. Castanea divergiu
primeiro, seguida de C. subrufa e de C. sowelli, todas representadas por um unico
haplétipo, e com C. perspicillata e C. brevicauda se agrupando em um clado
(espécies-irmas). Neste Ultimo, somente C. brevicauda apresentou suporte
(bootstrap 87,1%), se dividindo em dois clados (Figura 53). A andlisede IB de C.
perspicillata apresentou amostras colapsadas na base juntamente com amostras de
C. sowellii, C. castanea e C. subrufa, enquanto as amostras de C. brevicauda

ficaram agrupadas em um clado, mas com suporte baixo (Figura 54).

161



Tabela 23 - Amostras de Carollia analisadas com mt-Col, com o haplétipo (H), referéncias
bibliogréaficas (Refs), n° de campo ou do GenBank (Identifica¢io), localidades de coleta e n° de pares
de base (pb) sequenciados. BZ= Belize, CR= Costa Rica, EC= Equador, GY= Guiana, MX= México,
PA= Panama, SR= Suriname, VE= Venezuela.Estados brasileiros (BR): Amazonas (AM), Bahia (BA),
Goias (GO), Sao Paulo (SP).1= Clare et al.(2011); 2= presente estudo.

Localidade

BR:AM, Barcelos*; GY, Upper
Takutu-Upper Essequibo’,
Essequibo Islands- West

Espécie

Identificacao

CRB1773* CRB1776%,
JF454257%, EF080211%,

1 Coperspicilata e /54214% JF447210°  Demerara?, Cuyuni-Mazarun®, 02/ 12
JF447604°, EU096688°  SR: Sipaliwini*, Nickerie®;
MX:Quintana Roo®,
2 C. perspicillata CRB1777 BR: AM, Barcelos 657 2
3 C. perspicillata CRB917 BR: GO, Cavalcante 657 2
4  C.perspicillata CRB915, JF454240 Ei;%?éig;‘ﬁfa”te' GY: 654 1,2
5 C. perspicillata CRB1062 BR: GO, Cavalcante 580 2
6 C. perspicillata CRB2664 BR: AM, Barcelos 570 2
7 C. perspicillata CRB805 BR: SP, Pedreira 550 2
8 C. perspicillata CRB914 BR: GO, Cavalcante 628 2
9 C. perspicillata CRB1629 BR: BA, Cocos 587 2
10 C. perspicillata JF448804 EC: Napo 657 1
1 2 'y 1 . 2
L Coperplin FSSSLICUTOS,  Culmenpachii gy
12 C. perspicillata JF447396 PA: Canal Zone 657 1
13 C. perspicillata JF447795 VE: Amazonas, Pozon 657 1
14  C. perspicillata JF446358 BR: SP, Estagdo Ecologica 657 1
Caetetus
15 C. perspicillata JF498956 BZ: Orange Walk 657 1
16 C. perspicillata JF448777 EC: Esmeraldas 657 1
17 C. perspicillata JF454449 GY: Upper Demerara-Berbice 657 1
18 C. perspicillata JF454228 GY: Barima-Waini 657 1
19 C.perspicilata  JF454307, JFaa7794  OY: EastBerbice- Corentyne,  go7
VE: Bolivar
20 C. perspicillata JF453980 GY: Demerara- Mahaica 657 1
21 C. perspicillata JF447207 MX: Campeche 657 1
22 C. brevicauda JF447971 EC: Esmeraldas 657 1
23  C. brevicauda JF453676 GY: Upper Demerara-Berbice 657 1
24 C. brevicauda JF447984 PA: Darien 657 1
25 C. brevicauda EU096633 SU: Sipaliwini 657 1
26 C. brevicauda JF453709 GY: Demerara-Mahaica 657 1
27  C. brevicauda JF447580 SU: Nickerie 657 1
28 C. brevicauda JF453729 GY: Potaro-Siparuni 657 1
29 C. brevicauda JE453790 GY: Upper Takutu, Upper 657 1
Essequibo
30  C. brevicauda JF448730 EC: Orellana 657 1
31 C. brevicauda JF447379 SU: Brokopondo 657 1
32  C. brevicauda JF448732 GY: Barima-Waini 657 1
33  C. brevicauda JF453745 EC: Napo, P.N. Yasuni 657 1
34  C. brevicauda JQ601306 PA: P.N. Altos de Campana 657 1
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Tabela 24 — Estimativas de distancia genética Kimura 2-parametros (%) entre os haplétipos (H) de Carollia com omt-Col.

H
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9

H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29
H30
H31
H32
H33
H34

OO0

O000000000000000000000000000O00000

Espécie

. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. perspicillata
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda

H1

0,31
0,46
0,62
0,88
2,01
0,75
0,81
0,69
0,93
0,15
0,31
0,62
1,09
0,31
0,31
0,93
0,46
0,46
0,77
0,46
2,06
1,89
1,73
2,55
2,06
2,39
1,73
2,56
1,73
1,72
1,56
1,90
2,06

H2

0,77
0,93
1,23
2,38
1,12
1,14
1,04
1,24
0,46
0,61
0,93
1,40
0,46
0,61
1,24
0,77
0,77
1,08
0,61
2,39
1,89
2,05
2,55
2,39
2,39
2,05
2,55
2,05
2,04
1,88
2,22
2,05

H3

1,08
0,52
2,38
1,12
1,30
1,22
1,40
0,61
0,77
1,08
1,56
0,77
0,77
1,40
0,93
0,93
1,24
0,93
2,55
2,38
2,21
3,04
2,55
2,88
2,21
3,05
2,21
2,20
2,04
2,38
2,55

H4

1,60
2,39
0,75
0,16
1,05
0,31
0,46
0,93
0,93
0,46
0,62
0,93
0,31
1,09
1,09
1,40
0,77
2,73
2,22
2,39
2,89
2,73
2,73
2,39
2,90
2,39
2,38
2,05
2,56
2,39

H5

2,58
151
1,79
1,46
1,97
1,06
1,06
1,60
2,16
1,24
1,23
1,97
1,42
1,24
1,78
1,42
2,35
2,53
2,34
3,30
2,54
2,92
2,16
3,31
2,34
2,33
2,52
2,35
2,73

H6

1,92
2,58
2,43
2,78
2,20
2,20
2,78
2,58
2,39
2,38
2,78
2,58
1,63
2,76
2,58
3,37
3,56
3,56
4,38
3,17
3,98
2,78
4,39
3,56
3,55
3,35
2,97
3,77

H7

0,94
0,75
0,94
0,56
0,94
1,13
1,32
0,75
1,12
1,13
1,13
0,94
151
0,94
2,30
2,30
2,70
2,91
2,51
2,71
2,10
2,91
2,50
2,69
2,29
2,30
2,51

H8

1,22
0,48
0,65
1,14
1,14
0,65
0,81
1,14
0,48
1,31
1,14
1,64
0,97
2,86
2,33
2,50
2,68
2,86
2,33
2,51
3,04
2,50
2,49
2,15
2,68
2,51

H9

1,40
0,52
1,05
1,05
1,59
0,69
1,04
1,40
1,22
0,87
1,58
0,87
2,51
2,50
2,50
3,26
2,32
2,89
1,95
3,27
2,32
2,50
2,31
2,14
2,70

H10

0,77
1,25
1,25
0,77
0,93
1,24
0,62
1,41
1,41
1,72
1,09
2,73
2,22
2,72
2,89
2,73
2,73
2,39
2,90
2,72
2,71
2,38
2,56
2,39

H11l

0,46
0,46
0,93
0,15
0,46
0,77
0,62
0,62
0,93
0,31
2,23
2,06
1,89
2,72
2,23
2,56
1,90
2,73
1,89
1,89
1,72
2,06
2,23

H12

0,93
1,41
0,62
0,61
1,25
0,77
0,77
1,08
0,77
2,39
1,89
2,05
2,55
2,39
2,39
2,06
2,56
1,73
2,05
1,89
2,23
2,06

H13

1,41
0,62
0,77
1,25
1,09
1,09
1,40
0,77
2,73
2,56
2,39
3,23
2,73
3,07
2,39
3,24
2,39
2,38
2,21
2,56
2,73

H14

1,09
1,40
0,46
1,57
1,57
1,56
1,25
3,24
2,72
2,89
3,06
3,24
2,90
2,90
3,41
2,89
2,88
2,55
3,07
2,90

H15

0,61
0,93
0,77
0,77
1,08
0,15
2,39
2,22
2,05
2,89
2,39
2,73
2,06
2,90
2,05
2,05
1,89
2,23
2,39

H16

1,24
0,77
0,77
1,08
0,77
2,39
2,22
2,05
2,88
2,39
2,72
2,05
2,89
2,05
2,04
1,56
2,22
2,39
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Tab. 24 - Continuagéo

H17
H18
H19
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29
H30
H31
H32
H33
H34

O0O0O00000000000000O0

Espécie

. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda
. brevicauda

1,41
1,41
1,72
1,09
3,07
2,56
2,72
2,89
3,07
2,73
2,73
3,24
2,72
2,71
2,38
2,90
2,73

0,93
1,24
0,93
2,23
2,39
2,22
3,06
2,56
2,90
2,23
3,07
2,22
2,21
2,05
2,39
2,56

1,24
0,93
2,23
2,06
1,89
2,72
1,90
2,56
1,57
2,73
1,89
1,89
1,40
1,73
2,23

1,24
2,88
2,71
2,54
3,39
2,88
3,22
2,55
3,39
2,54
2,53
2,37
2,71
2,88

2,56
2,39
2,22
3,06
2,56
2,90
2,23
3,07
2,22
2,21
2,05
2,39
2,56

1,41
2,22
2,05
1,57
1,90
1,25
2,06
2,22
2,21
2,38
1,41
1,57

2,05
0,93
1,41
0,77
1,09
0,93
1,73
2,05
2,05
1,25
0,46

H24

2,71
2,22
2,55
1,89
2,72
0,93
0,31
1,09
2,05
2,22

H25

2,05
0,46
1,73
1,57
2,38
2,71
2,71
1,89
1,09

H26

1,90
0,31
2,06
2,22
2,21
2,38
0,46
1,57

H27

1,57
1,41
2,22
2,55
2,55
1,73
0,93

H28

1,73
1,89
1,89
2,05
0,15
1,25

H29

2,39
2,71
2,71
1,90
1,09

H30

0,93
1,09
2,05
1,89

H31

1,08
2,05
2,21

H32 H33

2,21
221 141
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Bahia, GO= Goias, SP= Séo Paulo, BR= Brasil, BZ= Belize, CR= Costa Rica, EC= Equador, GY= Guiana, MX= México, NI= Nicardgua, PA= Panam4a, SR=
Suriname, VE= Venezuela.
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Figura 54 - Topologia de IB de Carollia com o mt-Col. Os numeros proximos aos nés representam valores de probabilidade posterior = 0,70. AM= estado do
Amazonas, BA= Bahia, GO= Goias, SP= Sao Paulo, BR= Brasil, BZ= Belize, CR= Costa Rica, EC= Equador, GY= Guiana, MX= México, NI= Nicaragua, PA=
Panama, SR= Suriname, VE= Venezuela.
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Familia Phyllostomidae, Subfamilia Stenodermatinae

Cariétipo

O caribtipo com coloragdo convencional de Giemsa do macho CRB2145 de
Ametrida centurio Gray, 1847 mostrou 2n=31 e NF=56 (Tabela 14). O complemento
cromossOmico consiste em 14 pares de cromossomos metacéntricos ou
submetacéntricos, variando de grandes a pequenos. Esta espécie apresenta
cromossomos sexuais multipos do tipo XX/XY1Y,, sendo o0 cromossomo X um
submetacéntrico grande, o cromossomo Y3 um acrocéntrico pequeno (0 menor do

complemento) e o Y, ummetacéntrico pequeno (Figura 55).
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Figura 55- Cari6tipo de Ametrida centurio macho CRB2145 com 2n=31 e NF=56, com coloracao
convencional. XX= par sexual feminino, XY,Y,= par sexual masculino (sistema sexual multiplo).

O cariétipo com coloracdo convencional de Giemsa da fémea CRB2427 de
Chiroderma trinitatum Goodwin, 1958 mostrou 2n=26 e NF=48 (Tabela 14). O
complemento cromossdémico consiste em 12 pares de cromossomos metacéntricos
ou submetacéntricos, variando de grandes a pequenos. O cromossomo X é um
submetacéntrico médio (Figura 56a). O cariétipo combandeamento-CBG da fémea
CRB2427 mostrou bandas positivas nas regides pericentroméricas de todos o0s

cromossomos autossdmicos e no cromossomo sexual X (Figura 56b).
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Figura 56 - Cariétipo de Chiroderma trinitatum fémea CRB2427 (a) com coloragcdo convencional de
Giemsa, (b) com bandeamento CBG, com 2n=26 e NF=48. XX= par sexual feminino.
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O cariotipo com coloracdo convencional de Giemsa das duas fémeas CRB2107
e CRB2120 e do macho CRB2128 de Dermanura cinerea Gervais, 1856 mostrou
2n=30 e NF=56 (Tabela 14). O complemento cromossémico consiste em 14 pares
de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, variando de grandes a
pequenos. O cromossomo X é um submetacéntrico grandee o cromossomo Y é um

acrocéntrico pequeno, o menor do complemento (Figura 57a e b).
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Figura 57 - Caridtipo de Dermanura cinerea com 2n=30 e NF=56, com coloracdo convencional de
Giemsa, (a) fémea CRB2107 e (b) macho CRB2128. XX= par sexual feminino, XY = par sexual
masculino.

T
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O caribtipo com coloragéo convencional de Giemsa dos trés machos CRB2060,
CRB2180 e CRB2187 de Dermanura gnoma (Handley, 1987) mostrou 2n=30 e
NF=56 (Tabela 14). O complemento cromossOmico consiste em dez pares de
Cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos e quatro pares de cromossomos
subtelocéntricos, variando de grandes a meédios. O cromossomo X € um
submetacéntrico grandee o cromossomo Y é um metacéntrico pequeno, o menor do

complemento (Figura 58).
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Figura 58 - Caridtipo de Dermanura gnoma macho CRB2060 com 2n=30, NF=56, coloragdo
convencional de Giemsa. XY = par sexual masculino.

e

O caridtipo com coloracdo convencional de Giemsa do macho CRB2640 de
Uroderma bilobatum Peters, 1866 mostrou 2n=42 e NF=50 (Tabela 14). O
complemento cromossGmico consiste em cinco pares de Cromossomos
metacéntricos ou submetacéntricos e 14 pares de cromossomos acrocéntricos,
variando de grandes a pequenos. O cromossomo X € um submetacéntrico grande
(Figura 59a). O cari6tipo com bandeamento-CBG mostrou bandas positivas nas
regides pericentroméricas de todos 0s cromossomos autossémicos € no

cromossomo sexual X (Figura 60b).
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Figura 59 — Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo (estrela azul) e
localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos anteriores (pontos pretos), e nesse
estudo (pontos vermelhos). Stenodermatinae (a) Ametrida centurio com localidade-tipo em Belém,
Para, Brasil,(b) Chiroderma trinitatum com localidade-tipo em Cumaca, Trinidad, Trinidad e Tobago,
(c) Dermanura cinerea com localidade-tipo em Belém, Para, (d) Dermanura gnoma com localidade-
tipo em El Manaco, Bolivar, Venezuela. Distribuicdo baseada em (a) Lee e Dominguez (2000) e
Gardner (2007c), (b) Gardner (2007c¢) e Reis et al.(2013e), (c e d) Gardner (2007c).Brasil, Amazonas,
(1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro; (3) Pernambuco; (4) Trinidad e Tobago.
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Figura 60 - Cariétipo de Uroderma bilobatum fémea CRB2640 com 2n=42 e NF=50, (a) coloragdo

convencional de Giemsa, (b) bandeamento-CBG. XX = par sexual feminino.

O caridtipo com coloracdo convencional de Giemsa da fémea JAO1988 de

Vampyricus bidens (Dobson, 1878) mostrou 2n=26 e NF=48 (Tabela 14). O

complemento cromossomico consiste em 12 pares de cromossomos metacéntricos

ou submetacéntricos, variando de grandes a pequenos. O cromossomo X é um

submetacéntrico grande (Figura 61a). O cariétipo com bandeamento-CBG da fémea

JAO1988 mostrou bandas positivas nas regides pericentroméricas de todos os

cromossomos autossémicos e no braco curto do cromossomo sexual X (Figura 61b).
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Figura 61 - Cariétipo de Vampyriscus bidens fémea JAO1988 com 2n=26 e NF=48, (a) coloracado
convencional de Giemsa, (b) bandeamento-CBG. XX = par sexual feminino.
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Figura 62 — Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo (estrela azul) e
localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos anteriores com cariomorfotipo 2n=38 e
NF=44 (triangulos pretos), 2n=44 e NF=48 (quadrados pretos), 2n=42 e NF=50 (circulos pretos) e
nesse estudo (pontos vermelhos). Stenodermatinae (a) Uroderma bilobatum com localidade-tipo em
Sao Paulo, Brasil, (b) Vampyriscus bidens com localidade-tipo em Santa Cruz, Loreto, Peru.
DistribuicBo baseada em (a) Baker e Clark (1987) e Gardner (2007c), (b) Lee et al.(2001).Brasil,
Amazonas, (1) Barcelos, Roraima (2) Caracarai; Para (3) Belém;Peru (4) Loreto; Suriname (5)
Brokopondo; (6) Nickerie; Coldbmbia (7) Leticia, (8) Puerto Lopez, (9) Restrepo; (10) Equador; (11)
Trinidad e Tobago (Blanchisseuse e Las Cuevas); (12) Panama; (13) e (14) Costa Rica; (15) e (16)
Nicaragua; (17) e (18) Honduras; (19) El Salvador; (20) e(21) Guatemala; (22) e (23) México.
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Foram cariotipados trés espécies de Artibeus. O cariotipo com coloracdo
convencional de Giemsa das duas fémeas CRB2642 e CRB2650 e dos dois machos
CRB2606 e JAO1932 de Artibeus lituratus (Olfers, 1818) mostrou 2n=30 nas
fémeas, 2n=31 nos machos e NF=56 em ambos o0s sexos (Tabela 14). O
complemento cromossOmico consiste em 14 pares de cromossomos metacéntricos
ou submetacéntricos, variando de grandes a pequenos. Estes espécimes
apresentam cromossomos sexuais multipos do tipo XX/XY1Y>, sendo 0 cromossomo
X um submetacéntrico médio, o cromossomo Y; e 0 Y, S40 acrocéntricos pequenos,
sendo o Y; 0 menor cromossomo do complemento (Figura 63a e b).

O cariétipo com bandeamento-CBG do macho JAO1932 mostrou bandas
positivas nas regides pericentroméricas de todos os cromossomos autossémicos e
nos cromossomos sexuais X e Y,. O cromossomo Y; apresenta-se totalmente
heterocromatico (Figura 63c). O cariétipo com coloracdo de nitrato de prata do
macho JAO1932 mostrou marcacdes de Ag-RONsem dois pares (5° e 6°) na regiao
telomérica do braco curto (Figura 63d). Foram também observadas células com trés
marcagdes e uma célula incompleta apresentou cinco marcacdes (Figura 64).

O caridtipo com coloracdo convencional de Giemsa de cinco fémeas
(CRB2020, CRB2639, CRB2641, CRB2644, CRB2659) e dez machos (CRB2032,
CRB2513, CRB2526, CRB2528, CRB2637, CRB2643, CRB2645, CRB2652,
CRB2653, CRB2865) de Artibeus obscurus (Schinz, 1821) mostrou 2n=30 na fémea,
2n=31 no macho, e NF=56 em ambos os sexos (Tabela 14). O complemento
cromossOmico consiste em 14 pares de cromossomos metacéntricos ou
submetacéntricos, variando de grandes a pequenos. Estes espécimes apresentam
cromossomos sexuais multipos do tipo XX/XY1Y,, sendo o0 cromossomo X um
submetacéntrico médio, o cromossomo Y; € 0 Y, Sdo acrocéntricos pequenos,

sendo o Y; 0 menor cromossomo do complemento (Figura 65a e b). O cariotipo
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combandeamento-GTG do macho CRB2865 auxiliou o pareamento de praticamente
todos os cromossomos (Figura 65c).

O caridtipo com bandeamento-CBG dos trés machos (CRB2528, CRB2637,
CRB2652) e das trés fémeas (CRB2639, CRB2659, CRB2644) mostrou bandas
positivas nas regides pericentroméricas de todos os cromossomos autossémicos e
nos cromossomos sexuais X e Y,. Adicionalmente, o primeiro par autossomico
apresenta duas bandas heterocromaticas intersticiais, uma no brago curto e uma no
braco longo, e o segundo, sexto e sétimo pares apresentam uma banda
heterocromatica intersticial no braco longo. O cromossomo Y; ndo apresenta
heterocromatina constitutiva (Figura 65d). O cariétipo da fémea CRB2020 com
coloracdo DAPI mostrou bandas claras nas regiées pericentroméricas de todos os
Cromossomos autossOmicos e nos cromossomos sexuais X. Adicionalmente, o
primeiro par autossdmico apresenta duas bandas claras intersticiais, uma no brago
curto e uma no braco longo e o segundo, quarto e quinto pares apresentam uma

banda clara intersticial no braco longo (Figura 65e).
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Figura 63 - Cariotipo de Artibeus lituratus fémeas com 2n=30 e NF=56, machos com 2n=31 e NF=56,
com coloragéo convencional de Giemsa (a) femea CRB2650 e (b) macho CRB2606, macho JAO1932
(c) bandeamento CBG, (d) marca¢cBes de Ag-RONSs. As setas indicam as Ag-RONs. XX= par sexual
feminino, XY;Y,= par sexual masculino.
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Figura 64 - Metafases de Artibeus lituratus macho JAO1932 com colorag¢édo de nitrato de prata, (a)
trés marcacoes e (b) cinco marcagfes de Ag-RONSs.
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Figura 65 - Cari6tipo de Artibeus obscurus, fémeas com 2n=30 e NF=56, machos com 2n=31 e
NF=56, com coloracdo convencional de Giemsa (a) fémea CRB2659 e (b) macho CRB2526, (c)
macho CRB2865 com bandeamento GTG, (d) macho CRB2652 com bandeamento CBG, (e) fémea
CRB2020 com coloracdo DA/DAPI. XX= par sexual feminino, XY,Y,= par sexual masculino. As setas
indicam as bandas heterocromaticas adicionais.

O carid6tipo com coloracdo convencional de Giemsa das duas fémeas
CRB1468 e CRB1469 de Artibeus planirostris Spix, 1823 mostrou 2n=30 e NF=56
(Tabela 14). O complemento cromossémico consiste em 14 pares de cromossomos

metacéntricos ou submetacéntricos, variando de grandes a pequenos (Figura 66a).
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O caridtipo com bandeamento-CBG (CRB1469) mostrou bandas positivas nas
regides pericentroméricas de todos 0s cromossomos autossémicos e nos
cromossomos sexuais X. Adicionalmente, os 5° 6° e 7° pares autossdmicos
apresentaram pequenas bandas heterocromaticas teloméricas nos bragos curtos
(Figura 66b). O cariotipo com coloragdo de nitrato de prata da fémea CRB1469
mostrou marcacfes de Ag-RONs nos 5° e 6° pares, na regido telomérica do brago

curto (Figura 66c¢).
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Figura 66 - Cari6tipo de Artibeus planirostris com 2n=30 e NF=56, fémeas (a) CRB1468 com
coloracéo convencional de Giemsa, CRB1469 (b) com bandeamento CBG (c) com marcacdo de Ag-
RONSs. XX= par sexual feminino.

X X
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Tabela 25 - Cari6tipos de Artibeus com regibes organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs), heterocromatina constitutiva (Bandas-C), braco curto (p), brago longo (q),
cromossomos sexuais X, Y; e Y,, referéncias bibliograficas (Refs). 1= Pinto et al.(2012), 2= Garcia et al. (2010); 3= presente estudo. Estados brasileiros: AM=
Amazonas e PE= Pernambuco.

Espécie AQ-RONS Bandas-C Local.
P g Pericentromérica Terminal Intersticial Dispersa Total Distal
PE, lgarassu,
Terminal Agua Preta
A. lituratus 5p. 6p.7 Autossomos, X 5p, 6p, 7p 6q Y,eY, - - Rio Formoso,
Recife
. Terminal RJ, Angra dos
A. lituratus 5p, 6p,7p Autossomos, X 6p - Y, - Reis
A. lituratus Terminal Autossomos, X, Y, - - Y, - AM, Barcelos
5p, 6p,7p
P[E, Igarassu,
Terminal Agua Preta
A. obscurus 50 60.7 Autossomos, X 5p, 6p, 7p, 9p 1pqg, 2q, 59, 69 Y.eY; - - Rio Formoso,
P. op.7p Ipojuca,
Recife
A. obscurus Terminal Autossomos, X - 1q Y, - RJ, Ang_ra dos
5p, 6p Reis
A. obscurus - Autossomos, X, Y, - 1pq, 2q, 449, 69, 7q Y, - AM, Barcelos
PE, Igarassu,
Terminal Agua Preta
A. planirostris 50 6 7 Autossomos, X 5p, 6p, 7p, 9p 1q, 2q, 5q, 69 Y, Y, Rio Formoso,
P, op,/p Ipojuca,
Recife
A. planirostris Tg;mlenpal Autossomos, X 5p, 6p, 7p, 9p - - - AM, Barcelos
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Tabela 26 — Cariétipos de Phyllostomidae, subfamilia Stenodermatinae. Numero diploide (2n), nimero fundamental (NF), X=cromossomos X, Y=cromossomo Y,
referéncias bibliograficas (Refs), 1= Baker (1967); 2= Yonenaga (1969), 3= Baker e Lopez (1970a); 4= Baker e Hsu (1970), 5= Baker et al. (1972), 6= Baker e
McDaniell (1972); 7= Toledo (1973); 8= Baker et al.(1975); 9= Gardner (1977); 10= Baker (1979); 12= Baker et al, (1980), 11= Honeycutt et al. (1980); 12= Morielle
et al. (1985); 13= Tucker e Bickham (1986); 14= Morielle et al. (1987); 15= Morielle e Varella-Garcia (1988); 16= Souza e Araljo (1990); 17= Althoff e Sbalqueiro
(1998); 18= Noronha et al. (2001); 19= Rodrigues et al. (2003); 20= Silva et al. (2005); 21= Garcia et al. (2010); 22= presente estudo. Estados brasileiros: BA=
Bahia, GO= Goids, MG= Minas Gerais, PA= Para, PE= Pernambuco, RJ= Rio de Janeiro, RS= Rio Grande do Sul, SP= S&o Paulo.

Espécie 2n N[ X Y Localidades Refs
Ametrida centurio 30/31 56 SM SM Trinidad e Tobago 4,10
Artibeus concolor 31 56 SM A Suriname 14
Artibeus fimbriatus 30/31 56 Brasil: RS, RJ 17
Artibeus lituratus 30/31 56 SM A MéXiC%’r;;iiﬂi%aP‘f EIOIEEQS’A’CAOI{/?mbia’ L2, 4’1;: 2;9,12'1,12’216'17’
Artibeus obscurus 30/31 56 SM A Brasil: PA, RS, RJ, AM 17, 18, 21, 22
Artibeus planirostris 30/31 56 - - Brasil: PE, SP 9, 15, 16, 17
Artibeus planirostris 30/31 56 SM A Brasil: AM 22
Chiroderma doriae 26 48 Brasil: MG, SP 12, 14, 15
Chiroderma trinitatum 26 48 SM SM Trinidad e Tobago 4,13
Chiroderma trinitatum 26 48 SM - Brasil: AM 22
Chiroderma villosum 26 48 SM SM Mexico, Trinidad e Tobago, Brasil: 1,13, 15

MG, SP
Dermanura cinerea 30/31-30 56 SM SM/M Trinidad e Tobago, Brasil: PE, PA 4,13, 16, 23
Dermanura cinerea 30 56 SM A Brasil: AM 22
Dermanura gnoma 30 56 SM A Brasil: AM 22
Uroderma bilobatum 38 44 SM SM Colbémbia, Costa Rica 5

179



Tab. 26 - Continuacéo

Espécie
Uroderma bilobatum

Uroderma bilobatum
Uroderma bilobatum
Uroderma bilobatum
Uroderma bilobatum
Uroderma bilobatum
Uroderma bilobatum
Uroderma bilobatum
Uroderma bilobatum
Uroderma bilobatum
Uroderma bilobatum
Uroderma bilobatum

Uroderma bilobatum

Uroderma magnirostrum
Uroderma magnirostrum

Uroderma magnirostrum

Vampyriscus bidens

Vampyriscus brockii

2n

38

38
39
42
42
42
44, 43
44, 38
44
44
43
38,39,43,44
39
35
36
36

26
24/26

48
45
50
50
50
48
48
48
48
48

45
62
60
62

48
44

SM
SM

SM
SM
SM
SM
SM
SM
SM
SM
SM
SM
SM
SM

SM

SM
SM

SM

SM

SM

SM
SM

SM
SM
SM

Localidades

Colémbia, Trinidad e Tobago,
PF

Porto Rico
Nicardgua
Brasil: PA
Trinidad e Tobago, Colémbia
Brasil: AM
El Salvador
El Salvador
México
México
México, El Salvador
Honduras
Nicaragua
Colébmbia
Colébmbia
Brasil: PA

Peru, Suriname, Brasil: AM

Suriname, Coldmbia

Refs

13

3,5

20
3,4,5
22

©

1,3

w w o1 o1 O

9,11, 22
10, 11
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Figura 67 — Mapa com a distribuicdo geografica em cinza claro, localidade-tipo (estrela azul) e
localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos anteriores (pontos pretos), e nesse
estudo (pontos vermelhos). Stenodermatinae (a) Artibeus lituratus com localidade-tipo em Asuncion,
Paraguai, (b) Artibeus planirostris com localidade-tipo em Salvador, Bahia, (c) Artibeus obscurus com
localidade-tipo no Rio Peruhype, Villa Vigosa, Brasil. Distribuicdo baseada em (a) Gardner (2007¢) e
Reis et al.(2013e), (b) Hollis (2005), (c) Gardner (2007c).Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, Roraima (2)
Caracarai; Para (3) Belém; Pernambuco (4) Caruaru, (5) Sdo Lourenco da Mata, (6)Pernambuco,
(7)lgaragu; Sao Paulo (8) Sao José do Rio Preto, (9) Botucatu, (11) Campinas, (12) Neves Paulista,
(13) Guapiacgu, (14) Araraquara; Rio de Janeiro (15) Angra dos Reis; (16) Rio Grande do Sul;(17)
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Colémbia; México (18) Morelos; (19) Vera Cruz; (20) Chiapas; (21) Trinidad e Tobago.
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Familia Phyllostomidae, Subfamilia Stenodermatinae

Anélises Filogenéticas

Nas andlises das 130 sequéncias do gene mt-Cytb de Artibeus foram
identificados 120 haplétipos, sete compartilhados com mais de uma amostra, sendo
dois de A. planirostris, um de A. obscurus, trés de A. lituratus e um de A. fimbriatus.
Alguns haplétipos foram compartilhados por trés amostras, como o H16 com
amostras da Bahia (Andarai) e de Pernambuco (Bezerros e Brejo Madre de Deus), o
H33 com amostras do Amazonas, duas de Barcelos e uma de Santa Isabel do Rio
Negro, H62 com amostras de S&o Paulo (Cajuru, Ubatuba e Sete Barras), e H103
comamostras de Pernambuco (Brejo Madre de Deus e Bezerros) e da Bahia (Rio de
Contas). Outros haplétipos foram compartilhados por duas amostras, o H17 com
uma amostra do Maranhdo (Sao Luis) e uma de Minas Gerais (Brasilandia de
Minas),0 H63 com uma amostra de Pernambuco (Bezerros) e uma do Para
(Guaraguecaba), H69 com uma amostra do Espirito Santo (Santa Tereza) e uma da
Bahia (Entre Rios;Tabela 27). A média da distancia genética K-2p intraespecifica dos
haplétipos de A. obscurus 3,28 %, de A. planirostris 2%, de A. lituratus 1,89% e de
A. fimbriatus 1,59%.

As andlises IB e MV de Artibeus com o mt-Cytb foram realizadas usando o
modelo evolutivo de substituicdo de bases GTR - General time reversible (Rodrigues
et al., 1990) + | (sitios invaridveis) + G (distribuicho gamma). As reconstrucdes
filogenéticas muito semelhantes para as duas analises (Figura 68). As duas analises
mostraram o monofiletismo do género Artibeus, com suporte baixo (Alrt 0,37, pp
0,56), assim como o monofiletismo das espécies aqui estudadas, A. obscurus, A.
planirostris, A. lituratus e A. fimbriatus, com alto suporte (Figuras 68- 71). Na analise
de MV a espécie A. concolor foi a mais basal, divergindo do clado formado pelas

demais espécies estudadas (A. fimbriatus, A. jamaicensis, A. lituratus, A. amplus, A.
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planirostris, A. obscurus e A. obscurus sp2.). Este clado mostrou A. fimbriatus
divergindo anteriormente seguido pelas demais espécies. Artibeus jamaicensis e A.
obscurus sp2. aparecem como mais basais, divergindo do clado formado por A.
lituratus como grupo-irmao de A. amplus, A. planirostris e A. obscurus e esta ulitma
como grupo-irmao do clado composto pelas espécies-irmas A. planirostris e A.
amplus. Todos estes clados apresentaram altos valores de suporte, exceto o clado
gue mostra A. obscurus, A. planirostris e A. amplus (Figura 71). Na analise de IB o
terceiro clado mostrou A. fimbriatus como grupo mais basal divergindo do clado com
A. jamaicensis e A. obscurus sp2. colapsados na base e um segundo clado dividido
em dois, um formado por A. lituratus e o outro formado por haplétipos de A. amplus,

A. planirostris e A. obscurus.
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Tabela 27 - Lista das amostras de Artibeus utilizadas nas analises do mt-Cytb, especificando o
haplétipo (H), referéncias bibliograficas (Refs), nimero de campo ou de acesso do GenBank,
localidades de coleta e nimero de pares de base (pb) sequenciados. BO= Bolivia, EC= Equador,
GY= Guiana, GF= Guiana Francesa, HN= Honduras, PE= Peru, PY= Paraguai, SR= Suriname, VC:
Saint Vincente e Granadinas; VE= Venezuela. Estados brasileiros (BR): AC= Acre, AM= Amazonas,
BA= Bahia, ES= Espirito Santo, MA= Maranhdo, MG= Minas Gerais, MT= Mato Grosso, PA= Para,
PB= Paraiba, PE= Pernambuco, Pl= Piaui. 1= Van Den Bussche et al. (1998); 2= Guerrero et al.
(2004); 3= Lim et al. (2004); 4= Larsen et al. (2007), 5= Hoofer et al. (2008), 6= Redondo et al. (2008),
7= Larsen et al. (2010), 8= Carnieli et al. (2014); 9= presente estudo.

NUmero de

Espécie campo/Genbank Localidade

Artibeus planirostris 1 FO041 BR: PB, Mataraca 1109 9
Artibeus planirostris 2 EG556 BR: PB, Araruna 1075 9
Artibeus planirostris 3 KS154 BR: PB, Jodo Pessoa 1121 9
Artibeus planirostris 4 AL3896 BR: PE, Usina Maravilhas 1139 9
Artibeus planirostris 5 AY642917 VE: Pozon 1140 4
Artibeus planirostris 6 AY642916 VE: Pozon 1140 3
Artibeus planirostris 7 CRB1469 BR: AM, Barcelos 1118 9
Artibeus planirostris 8 CRB1468 BR: AM, Barcelos 1129 9
Artibeus planirostris 9 u66508 PE: Madre de Dios 1140 1
Artibeus planirostris 10 uU66503 SR: Nickerie 1140 5
Artibeus planirostris 11 u66504 GF: Sinnamary 1140 5
Artibeus planirostris 12 DQ869410 EC: Pastaza 1140 5
Artibeus planirostris 13 AY684718 BO: La Paz 1140 7
Artibeus planirostris 14 AY684775 g;n Eﬁ{‘scepdé”’ Semania 149
Artibeus planirostris 15 EU160909 BR: AC, Rodrigues Alves 1140 6
Artibeus planirostris 16 EU160866, EU160877 gg’: Sg;ng?]gzrua;é 1140 6
Artibeus planirostris 17 EU160903, EU160901 ggﬂsz\lﬂé%%g‘ge",‘\‘/:isria'\ge' 1140 6
Artibeus planirostris 18 EU160944 _;B_rF;:meAé:t;Sorto de 1140 6
Artibeus planirostris 19 EU160868 BR: PB, Campo Grande 1140 6
Artibeus planirostris 20 EU160882 BR: PE, Tamandaré 1140 6
Artibeus planirostris 21 EU160928 BR: PI: Floriano 1140 6
Artibeus planirostris 22 EU160878 BR: RN, Baia Formosa 1140 6
Artibeus planirostris 23 EU160914 BR: BA, Palmeiras 1140 6
Artibeus planirostris 24 EU160921 BR: MG, Itacarambi 1140 6
Artibeus planirostris 25 EU160918 BR: MG, Unai 1140 6
Artibeus planirostris 26 EU160926 BR: AM, Barcelos 1140 6
Artibeus planirostris 27 EU160930 BR: PB, Jodo Pessoa 1140 6
Artibeus planirostris 28 EU160927 BR: PI, Urucui 1140 6
Artibeus planirostris 29 EU160886 BR: PE, Olinda 1140 6
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Tab. 27 - Continuacgéo

Namero de Localidade

Espécie

campo/Genbank
Artibeus planirostris 30 EU160908 l\BAI;]:a'\SAG’ Brasilandia de 1140 6
Artibeus planirostris 31 EU160897 Elsé QM' StalsabeldoRio .., ¢
Artibeus planirostris 32 EU160888 BR: BA, Entre Rios 1140 6
Artibeus obscurus 33 CRBZSS‘;’%S;%ZOZO’ gaRﬁtgl\llaiglr%ﬂOSi’oAM' 1140 9
Negro
Artibeus obscurus 34 CRB2032 BR: AM, Barcelos 1120 9
Artibeus obscurus 35 CRB2653 BR: AM, Barcelos 1129 9
Artibeus obscurus 36 CRB2212 BR: AM, Barcelos 1118 9
Artibeus obscurus 37 CRB2652 BR: AM, Barcelos 1119 9
Artibeus obscurus 38 CRB2525 BR: AM- Barcelos 665 9
Artibeus obscurus 39 EU160840 BR: BA, Una 1140 6
Artibeus obscurus 40 FJ179235 GY: N. W. District 1140 5
Artibeus obscurus 41 EU160859 BR: AC, Rodrigues Alves 1140 6
Artibeus obscurus 42 uU66507 GF: Sinnamary 1140 5
Artibeus obscurus 43 U66506 SR: Para 1140 5
Artibeus obscurus 44 EU160845 BR: ES, Aracruz 1140 5
Artibeus obscurus sp2. 45 EU160865 BR: AC, Rodrigues Alves 1140 6
Artibeus obscurus 46 EU160855 BR: MT: Aripuana 1140 6
Artibeus obscurus 47 EU160856 BR: MG, Marliéria 1140 6
Artibeus obscurus 48 EU160861 BR: PA, Portode 1140 6
Artibeus obscurus 49 AY642921 VE: Bolivar 1140 3
Artibeus obscurus 50 AY684757 PE: Madre de Dios 1140 6
Artibeus obscurus 51 EU160847 BR: MG, Caratinga 1140 6
Artibeus obscurus 52 EU160864 BR: PA, Trombetas 1140 6
Artibeus obscurus 53 EU160858 BR: AM, Barcelos 1140 6
Artibeus obscurus 54 DQ869392 EC: Pastaza 1140 5
Artibeus obscurus 55 EU160838 BR: PB, Jodo Pessoa 1140 6
Artibeus obscurus 56 EU160844 BR: ES, Santa Tereza 1140 6
Artibeus obscurus 57 EU160843 BR: BA, Valenca 1140 6
Artibeus obscurus 58 EU160846 BR: PR, Morretes 1140 6
Artibeus obscurus 59 EU160842 BR: SP, Ilha Bela 1140 6
Artibeus obscurus 60 EU160835 BR: RO, Ji-Parana 1140 6
Artibeus obscurus 61 EU160839 BR: PB, Mamanguape 1140 6
Artibeus lituratus 62 Eu16cE);J5156,OE?Siéo782 oete o halba 1140 6
Artibeus lituratus 63  EG169, EU160777 EK: gfaiﬁiigiﬁa 1140 6,9
Artibeus lituratus 64 EG161 BR: PE, Bezerros 1118 9
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Tab. 27 - Continuacgéo

Numero de

Espécie campo/Genbank Localidade

Artibeus lituratus 65 CRB2606 BR: AM, Barcelos 1131 9
Artibeus lituratus 66 EU160747 BR: ES, Linhares 1140 6
Artibeus lituratus 67 EU160748 BR: MG, Caratinga 1140 6
Artibeus lituratus 68 EU160744 BR: ES, Aracruz 1140 6
Artibeus lituratus 69 EU160739, EU160725 SE’: Er?tr esgl‘;"; Tereza, 1140 6
Artibeus lituratus 70 EU160735 BR: PA, Guaratuba 1140 6
Artibeus lituratus 71 EU160734 BR: RJ, Duas Barras 1140 6
Artibeus lituratus 72 EU160731 BR: RJ, Mangaratiba 1140 6
Artibeus lituratus 73 EU160756 BR: SP, Jundiai 1140 6
Artibeus lituratus 74 HQ702535 GY 1140 4
Artibeus lituratus 75 EU160829 BR: PI, Floriano 1140 6
Artibeus lituratus 76 EU160813 BR: MG, Belo Horizonte 1140 6
Artibeus lituratus 77 EU160788 BR: SP, Cunha 1140 6
Artibeus lituratus 78 EU160798 BR: MT, Aripuana 1140 6
Artibeus lituratus 79 EU160830 BR: PI, Palmeira 1140 6
Artibeus lituratus 80 U66505 TT: Trinidad 1140 4
Artibeus lituratus 81 EU160828 BR: MA, Porto Franco 1140 6
Artibeus lituratus 82 EU160823 BR: MG, Santa Barbara 1140 6
Artibeus lituratus 83 EU160824 BR: MG, Unai 1140 6
Artibeus lituratus 84 GQ861607 HN:Atlantida 1140 7
Artibeus lituratus 85 EU160821 BR: MG, Marliéria 1140 6
Artibeus lituratus 86 EU160814 BR: MG, Doresopolis 1140 6
Artibeus lituratus 87 EU160803 BR: SP, Cubatéo 1140 6
Artibeus lituratus 88 AY684770 VE: Merida 1140 2
Artibeus lituratus 89 DQ869393 EC: Esmeralda 1140 5
Artibeus lituratus 90 DQ985485 BR: SC 1140 2
Artibeus lituratus 91 EU160802 BR: AC, Rodrigues Alves 1140 6
Artibeus lituratus 92 GQ861668 VC: Union Island 1140 4
Artibeus lituratus 03 EU160799 o MG, Brasilandiade 4,4 ¢
Artibeus lituratus 94 KP134572 BR: SP 1140 8
Artibeus lituratus 95 EU160795 BR: ES, Vitdria 1140 6
Artibeus lituratus 96 EU160793 El;; AM, Stalsabel doRi0 1140 6
Artibeus lituratus 97 EU160787 BR: PA, Morretes 1140 6
Artibeus lituratus 98 EU160785 BR: SP, Iguape 1140 6
Artibeus lituratus 99 FJ179234 VC: Union Island 1140 5
Artibeus lituratus 100 FJ179233 EC: Pastaza 1140 5
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Tab. 27 - Continuacgéo

Numero de

Espécie H campo/Genbank Localidade

Artibeus lituratus 101 EU160833 BR: PA, Porto de 1140 6
Trombetas

Artibeus fimbriatus 102 EU160711 BR: SP, Cunha 1140 6

BR:PE, Brejo Madre de

EG162, EG224, Deus, Bezerros, BA, Rio 1140 6,9

Artibeus fimbriatus 103

EU160722 de Contas
Artibeus fimbriatus 104 EG216 BEUSPE Brejo Madre de 1109 9
Artibeus fimbriatus 105 DQ869391 PY: San Pedro 1140 7
Artibeus fimbriatus 106 EU160696 BR: ES, Santa Tereza 1140 6
Artibeus fimbriatus 107 u66498 BR: SP 1140 1
Artibeus fimbriatus 108 EU160697 BR: MG, Caratinga 1140 6
Artibeus fimbriatus 109 EU160693 BR: PR, Guaraquecaba 1140 6
Artibeus fimbriatus 110 EU160694 BR: RJ, Sumidouro 1140 6
Artibeus fimbriatus 111 EU160723 BR: BA, Andarai 1140 6
Artibeus fimbriatus 112 EU160721 BR: MG, Santa Barbar 1140 6
Artibeus fimbriatus 113 EU160720 BR: BA, Mucugé 1140 6
Artibeus fimbriatus 114 EU160717 BR: SP Moji das Cruzes 1140 6
Artibeus fimbriatus 115 EU160716 BR: SP, Cunha 1140 6
Artibeus fimbriatus 116 EU160708 BR: SP, Sete Barras 1140 6
Artibeus fimbriatus 117 EU160703 BR: PA, Guaratuba 1140 6
Artibeus fimbriatus 118 EU160701 BR: SP, Ubatuba 1140 6
Artibeus fimbriatus 119 EU160692 BR: SP, llha Bela 1140 6
Artibeus fimbriatus 120 EU160690 BR: BA, Caravelas 1140 6
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Figura 68 - Topologia de MV de Artibeus com o mt-Cytb. Os nimeros préoximos aos nés, a esquerda representam valores de aLRT = 0,70 e a direita representam

valores de probabilidade posterior = 0,70. Clado de A. planirostris em destaque. Mapa com a distribuicdo de A. planirostris e 0os pontos de coleta das amostras

utilizadas no presente trabalho, ponto preto= GenBank, ponto vermelho= sequenciadas no presente trabalho. Brasil, Amazonas (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do
Rio Negro; Para (3) Porto de Trombetas; Maranhdo (4) Sao Luis; Piaui(5) Urucui, (6) Floriano; Minas Gerais (7) Brasilandia de Minas, (8) Unai, (9) Itacarambi;
Bahia (10) Palmeiras, (11) Andarai, (12) Entre Rios, Paraiba (13) Jodo Pessoa, (14) Araruna, (15) Mataraca, Pernambuco (16) Goiana, (17) Olinda, (18)

Tamandaré, (19) Mamanguape; (20) Campo Grande; Rio Grande do Norte (21) Baia Formosa; Acre (22) Rodrigues Alves; Bolivia (23) La Paz; Paraguai (24)

Concepicion; Equador (25) Pastaza; Venezuela (26) Pozo6n; Suriname (27); Guiana Francesa (28). Localidade-tipo (estrela azul): Salvador, Bahia. Para
identificacao dos haplotipos veja Tabela 27.
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Figura 69 - Topologia de MV de Artibeus com o mt-Cytb. Os ndmeros proximos aos nds, a esquerda representam valores de aLRT > 0,70 e a direita representam
valores de probabilidade posterior > 0,70. Clado de A. obscurus em destaque. Mapa com a distribuicdo de A. obscurus e os pontos de coleta das amostras
utilizadas no presente trabalho, ponto preto= GenBank, ponto vermelho= sequenciadas no presente trabalho. Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do
Rio Negro; Para (3) Porto de Trombetas, (4) Jodo Pessoa, (5) Mamanguape; Bahia (6) Valenca (7) Una; Espirito Santo (8) Aracruz, (9) Santa Tereza, Minas Gerais
(10) Marliéria, (11) Caratinga; Sdo Paulo (12) llha Bela; Parana (13) Morretes; Mato Grosso (14) Aripuand; Rond6nia (16) Ji- Parana; Equador (17) Pastaza;
Venezuela (18) Bolivar; Guiana (19); North West District; Suriname, (20) Para; Guiana Francesa (21) Sinnamary. Localidade-tipo (estrela azul): Rio Peruhype,
Bahia. Para identificac@o dos haplétipos veja Tabela 27.
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Figura 70 - Topologia de MV de Artibeus com o mt-Cytb. Os nimeros préoximos aos nés, a esquerda representam valores de aLRT > 0,70 e a direita representam
valores de probabilidade posterior > 0,70. Clado de A. lituratus em destaque. Mapa com a distribuicdo de A. lituratus e os pontos de coleta das amostras utilizadas
no presente trabalho, ponto preto= GenBank, ponto vermelho= sequenciadas no presente trabalho. Brasil, Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro;
Para (3) Porto de Trombetas; Piaui (4) Palmeira, (5) Floriano; Pernambuco (6) Bezerros; Maranhao (7) Porto Franco; Bahia (8) Entre Rios; Espirito Santo (9)
Aracruz, (10) Linhares, (11) Santa Tereza, (12) Vitétia; Sdo Paulo (13) Cajuru, (14) Jundiai, (15) Iguape, (16) Cunha, (18) Ubatuba, (19) Sete Barras; Parana (20)
Guaratuba, (21) Guaraqucgaba, (22) Morretes; Rio de Janeiro (23) Mangaratiba, (24) Duas Barras; (25) Santa Catarina; Minas Gerais (26) Marliéria, (27) Brasilandia
de Minas, (28) Caratinga, (29) Doresopolis, (30) Belo Horizonte, (31) Santa Barbara, (32) Unai;Mato Grosso (33) Aripuand; Acre (34) Rodrigues Alves; Equador (35)
Esmeraldas, (36) Pastaza; (37) Guiana; Trinidad e Tobago (38) Trinidad; Honduras (39) Atlantida; Sao Vicente e Granadinas (40) Unio Islanda. Localidade-tipo
(estrela azul): Assuncao, Paraguai. Para identificacao dos haplotipos veja Tabela 27.
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Figura 71 - Topologia de MV de Artibeus com o mt-Cytb. Os nimeros proximos aos nés, a esquerda representam valores de aLRT > 0,70 e a direita representam
valores de probabilidade posterior > 0,70. Clado de A. fimbriatus em destaque. Mapa com a distribuicdo de A. fimbriatus e os pontos de coleta das amostras
utilizadas no presente trabalho, ponto preto= GenBank, ponto vermelho= sequenciadas no presente trabalho. Brasil, Pernambuco (1) Bezerros; Bahia (2) Mucugé,
(3) Andarai, (4) Rio de Contas, (5) Caravelas; Sao Paulo (6) Cunha, (7) llha Bela, (8) Ubatuba, (9) Moji das Cruzes, (10) Sete Barras; Rio de Janeiro (11)
Sumidouro; Parana (12) Guaratuba, (13) Guaraquecaba; Espirito Santo (14) Santa Tereza; Minas Gerais (15) Santa Barbara, (16) Caratinga; Paraguai (17) San
Pedro. Localidade-tipo (estrela azul): Morretes, Parand. Para identificagdo dos hapl6tipos veja Tabela 27.
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Nas analises das 52 sequéncias do gene mt-Col de Artibeus foram identificados
36 haplétipos, oito deles compartilhados. Alguns haplotipos foram compartilhados
por amostras da mesma localidade, como H1l e H2 que tiveram amostras
compartilhadas por cinco e sete individuos do Amazonas (Barcelos),
respectivamente. Outros hapl6tipos foram compartilhados por duas amostras de
localidades diferentes, como H4, compartilhado por uma amostra do Amazonas
(Barcelos) e uma do Suriname, H18 compartilhado por uma amostra da Vevezuela e
uma da Guiana, H29 uma do Equador e uma de Belize e H34 uma amostra de Sao
Paulo e outra de Minas Gerais. O haplétipo H23 foi compartilhado por quatro
amostras, duas da Paraiba (Mataraca), uma de Pernambuco (Bezerros) e uma da
Bahia, e H30 com quatro amostras compartilhadas do Suriname, Guiana, Sdo Paulo
e Pernambuco (Brejo Madre de Deus; Tabela 28).

A média da distancia genética K-2p intraespecifica dos haplotipos de Artibeus
obscurus com o mt-Col foi 2,01%, de A. planirostris foi 1,43 %, de A. lituratus foi

1,8% e de A. fimbriatus foi 0,68% (Tabela 29).
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Tabela 28 - Lista das amostras de Artibeus utilizadas nas analises com mt-Col, especificando o
haplétipo (H), referéncias bibliograficas (Refs), n° de campo ou do GenBank, localidades de coleta e
n°de pares de base (pb) sequenciados. As abreviacdesreferem-se aos nimeros de campo CRB=
Cibele Rodrigues Bonvicino, EG, KS, FO= Alfredo Langutth. BO= Bolivia, EC= Equador, GY= Guiana,
GF= Guiana Francesa, HN= Honduras, PE= Peru, PY= Paraguai, SR= Suriname, VE= Venezuela.
Estados brasileiros (BR): AM= Amazonas, BA= Bahia, ES= Espirito Santo, MA= Maranhdo, MG=
Minas Gerais, MT= Mato Grosso, PB= Paraiba, PE= Pernambuco, RJ= Rio de Janeiro, SP= Sao
Paulo. 4= Redondo et al. (2008), 2= Clare et al. (2011), 3= presente estudo.

A.

>

> »» » » » »>» > »

> »>» > » > » » > > > > P

A.
A.

Téaxon

obscurus

obscurus

obscurus
obscurus

obscurus

obscurus

obscurus

obscurus

obscurus
obscurus

obscurus

planirostris

. planirostris
. planirostris

. planirostris

. planirostris

planirostris
planirostris
planirostris
planirostris

planirostris

. planirostris

. planirostris

lituratus
lituratus

H
1

2

N o o~ W

0o

10
11

12

13
14
15

16

17
18
19
20
21
22

CRB2653
EU161042

JF453302
JF448630

EU161035

EU161037
EU161043
EU161036
EU161038
EU161051
EU161061
EU161058
JF448677
AL3896
EU161049

EU096596
CRB2872
CRB2875
EU161047

EG177
JF446666

N° de Campo/GenBank

CRB2020, CRB2866, CRB2023,

CRB2018, CRB2546
CRB2524, CRB2645, CRB2652,
CRB2616, CRB2637, CRB2643,

CRB2661, HQ545650

JF447780, JF453553

FO048, FO045, EG180, EU161045

Localidade

BR: AM, Barcelos

BR: AM, Barcelos

BR: MT

BR: AM, Barcelos,
SR

GY
EC

BR: PB

BR: SP

BR: MG
BR: BA

BR: ES

BR: AM, Sta. Isabel
do Rio Negro

BR: MG
BR: MT

EC

BR: PE, Usina
Maravilhas

BR: PE
VE, GY
SR
BR: AM, Barcelos
BR: AM, Barcelos

BR: PB

BR: PB, Mataraca,
PE, Bezerros, BA

BR: PE, Bezerros
GT

pb Refs
657 3
657 3
657 1
657 2,3
657 2
657 2
500 1
500 1
500 1
500 1
500 1
500 1
500 1
500 1
657

657 5
500 1
657 2
657 1
564 3
657 3
500 1
657 3
543 3
657 2
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Tab. 28 -Continuacéo

Taxon H N° de Campo/GenBank Localidade pb Refs
A. lituratus  2g JF447129 MX 657 2
A. lituratus o7 EG169 BR: PE, Bezerros 657 3
A. lituratus  og JFE446574 CR 657 2
A. lituratus o9 JF448570, JF498920 EC, BZ 657 2
A. lituratus 3 JQ601208, EF080090, JF446349, SR,. GY, BR: SP, PE, 657 3
EG217 Brejo Madre de Deus
A. lituratus 31 JFE447355 PA 657 2
A. lituratus 32 CRB2606 BR: AM, Barcelos 582 3
A. fimbriatus 33 EU160989 BR: BA 500 1
A. fimbriatus 34 JF446312, EU160991 BR: SP, MG 654 1
A. fimbriatus 35 EU160990 BR: RJ 500 1
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As analises de IB e MV de Artibeus com o mt-Col foram realizadas usando o
modelo evolutivo de substituicdo de bases HKY (Hasegawa et al. 1985) + G
(distribuicdo Gama). As reconstrugcbes filogenéticas apresentaram topologias
diferentes (Figura 72). A analise de MV e IB confirmaram o monofiletismo de
Artibeus (bootstrap sem suporte; pp 0.96). Dentro do género, A. obscurus (boostrap
99%, pp 1), A. lituratus (boostrap 85,4%, pp 0,99), e A. fimbriatus (boostrap 80%, pp
0,99) se mostraram monofiléticas com valores altos de suporte e A. planirostris ndo
apresentou suporte (Figura 72). Artibeus concolor foi a linhagem mais basal, seguida
do clado formado por A. fimbriatus e o clado formado pelo restante das espécies.
Neste clado A. jamaiscensis divergiu primeiro e em seguida A. lituratus, como grupo-
irmao de A. obscurus e das espécies-irmas A. amplus e A. planirostris. A analise de
IB confirmou Artibeus como género monofilético (pp 0,96), assim como as demais
espécies com altos valores de suporte, exceto A. planirostris cujo clado né&o
apresentou suporte. Artibeus concolor foi a primeira espécie a divergir, seguida de A.
fimbriatus. Esta analise ndo conseguiu resolver as relacdes dentro do clado formado
pelas demais espécies (A. jamaicensis, A. planirostris, A. amplus, A. obscurus e A.

lituratus; Figura 73).
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Tabela 29— Estimativas de distancia genética Kimura 2-parametros (%) entre os haplétipos (H) de Artibeus com o mt-Co1l.
Espécie

H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

H9

H10

H1l

H12

H13

H14

H15

H16

O©CoOo~NOoOOhA~wWDNPRE

Artibeus obscurus
Artibeus obscurus
Artibeus obscurus
Artibeus obscurus
Artibeus obscurus
Artibeus obscurus
Artibeus obscurus
Artibeus obscurus
Artibeus obscurus
Artibeus obscurus
Artibeus obscurus
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus fimbriatus
Artibeus fimbriatus
Artibeus fimbriatus

0,20
1,08
0,77
1,40
2,51
2,73
2,95
2,51
2,73
4,06
4,28
3,84
4,09
4,98
4,54
4,09
4,09
4,39
4,45
4,30
4,08
5,44
4,63
4,45
4,98
4,98
4,81
4,81
4,99
5,87
8,47
7,04
8,20

1,22
0,81
1,22
2,73
2,95
3,17
2,73
2,95
4,29
4,51
4,07
4,54
5,02
4,78
4,30
4,30
4,76
4,30
4,54
3,84
5,45
5,26
5,26
5,74
5,74
5,50
5,74
59
6,47
8,73
8,20
8,47

0,46
1,09
3,16
3,39
3,61
3,16
3,39
4,74
4,97
4,52
4,07
5,32
5,24
4,43
4,43
5,00
4,79
5,00
4,77
6,10
4,97
4,79
5,32
5,32
5,15
5,15
5,33
6,49
8,97
7,20
8,70

0,62
2,72
2,94
3,16
2,72
2,94
4,28
4,50
4,06
3,91
4,79
4,76
3,91
3,91
4,58
4,26
4,52
4,25
5,65
4,44
4,26
4,79
4,79
4,62
4,62
4,80
6,07
8,70
6,83
8,44

2,72
2,94
3,16
2,72
2,94
4,74
4,97
4,52
4,62
5,52
5,24
4,62
4,62
5,00
4,98
5,00
4,97
6,33
5,16
4,98
5,52
5,52
5,35
5,35
5,53
6,71
9,25
7,61
8,97

1,86
1,65
1,23
1,44
4,28
4,50
4,52
5,48
5,00
4,76
4,76
4,76
5,70
5,24
5,48
5,24
6,77
572
572
6,22
5,72
5,97
6,22
6,47
6.45
9,25
8,70
8,97

1,02
0,61
0,81
4,28
4,97
4,52
5,00
5,00
4,76
4,76
4,76
5,22
4,76
5,00
4,76
6,49
572
572
6,22
5,72
5,97
6,22
6,47
6,95
9,25
9,25
9,52

0,40

0,61 0,20

498 4,98 5,22
520 520 5,44
524 524 548
572 572 5,97
572 572 5,97
548 5,48 572
548 548 5,72
548 548 5,72
59 595 6,20
548 5,48 572
572 572 5,97
548 548 5,72
732 732 7,60
6,47 6,47 6,72
6,47 6,47 6,72
698 6,98 7,23
6,47 6,47 6,72
6,72 6,72 6,98
698 6,98 7,23
723 723 7,49
773 7,73 7,99
10,08 10,08 10,36
952 952 980
9,80 9,80 10,08

2,06
1,86
2,29
2,29
2,07
2,07
2,29
2,94
2,51
2,73
2,51
3,68
2,95
3,17
3,40
3,40
3,17
3,40
3,63
4,07
6,18
6,18
6,42

1,85
2,28
2,28
2,06
2,06
2,28
2,93
2,50
2,28
2,50
3,67
4,07
4,07
4,07
4,07
3,84
4,07
4,30
4,76
6,40
6,40
6,65

0,81
1,65
1,44
1,02
1,23
1,43
1,02
1,23
1,02
2,25
3,18
3,18
3,18
3,18
2,96
3,18
3,41
3,40
5,95
5,95
6,20

2,05
1,86
1,25
1,41
1,64
1,57
1,65
1,57
2,70
341
3,24
3,40
3,40
3,24
3,24
3,41
4,25
6,45
6,11
6,70

0,20
0,77
0,93
1,27
1,40
1,23
1,40
1,90
4,28
4,11
4,27
4,27
4,11
4,11
4,28
4,85
6,95
6,86
7,21

0,40
0,61
1,22
0,81
1,02
0,81
1,78
3,87
3,87
3,87
3,87
3,64
3,87
4,10
4,56
6,70
6,70
6,95
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Tab. 29 - Continuagao

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

Espécie

Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus planirostris
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus lituratus
Artibeus fimbriatus
Artibeus fimbriatus
Artibeus fimbriatus

0,15
0,72
0,62
0,61
0,61
1,32
3,41
3,24
3,40
3,40
3,24
3,24
3,41
4,05
6,20
6,11
6,45

0,90
0,77
0,81
0,77
151
3,59
3,41
3,58
3,58
3,41
3,41
3,59
4,25
6,45
6,30
6,70

0,36
1,01
0,90
1,67
4,21
4,21
4,40
4,40
3,59
3,80
4,00
4,40
6,42
6,50
6,68

0,61
0,61
1,70
4,12
3,94
4,11
4,11
3,59
3,59
3,76
4,05
6,45
6,69
6,70

0,61
1,56
4,10
4,10
4,10
4,10
3,87
4,10
4,34
4,79
6,45
6,45
6,70

1,31
4,11
3,93
4,09
4,09
3,93
3,93
4,11
4,64
6,70
6,86
6,95

5,25
5,03
5,23
5,23
4,81
5,03
5,25
5,64
8,14
7,48
8,14

0,77
0,93
0,93
0,77
0,77
0,93
1,40
5,22
5,18
5,95

0,77
0,77
0,62
0,62
0,77
1,40
5,70
5,36
6,45

0,31
0,77
0,77
0,93
1,58
5,70
5,53
6,45

0,77
0,77
0,93
1,58
5,70
5,53
6,45

0,31
0,46
0,87
5,22
5,18
5,95

0,15
0,69
5,46
5,18
6,20

0,87
5,70
5,36
6,45

5,93
6,26
6,68

0,81
1,02

0,20
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l ————————— Artibeus concolor

Dermanura cinerea

Enchistenes hartii
Figura 72 - Topologia de MV de Artibeus com o mt-Col. Os niumeros acima dos nds representam valores de bootstrap = 70. Estados brasileiros (BR): Amazonas

(AM), Bahia, (BA), Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG), Mato Grosso (MT), Paraiba (PB), Pernambuco (PE), Rio de Janeiro (RJ), Sdo Paulo, (SP). BZ= Belize,
CR= Costa Rica, EC= Equador, GT= Guatemala, GY= Guiana, MX= México, SR= Suriname e VE= Venezuela. Para identificacdo dos haplétipos veja Tabela 27.
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BR: AM
H13 BR: MG
BR: MT
EC

BR: PE

VE, GY
SR

BR: AM
H22 BR: PB

BR: PB, PE, BA
H24 BR: PE

Artibeus amplus

H2
ny BR:AM

9¥-H3 BR: MT

o7

Artibeus planirostris

H4 SR, BR: AM
1H5  GY
HE EC

H7 BR: PB
H8 BR: SP

H9 BR: MG
096H10 BR: BA
e H11 BR: ES

Artibeus jamaicensis

1 1

Artibeus obscurus

Artibeus lituratus

H33 BR: BA
CEH [H34 BR: SP, MG Artibeus fimbriatus
0sslH35 BR: RJ

— -—————— Artibeus concolor
Dermanura cinerea

Enchistenes hartii
Figura 73 - Topologia IB de Artibeus com o mt-Col. Os nimeros abaixo dos nés representam valores de probabilidade posterior = 0,70. Estados brasileiros (BR):
Amazonas (AM), Bahia, (BA), Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG), Mato Grosso (MT), Paraiba (PB), Pernambuco (PE), Rio de Janeiro (RJ), S&o Paulo, (SP).

BZ= Belize, CR= Costa Rica, EC= Equador, GT= Guatemala, GY= Guiana, MX= México, SR= Suriname e VE= Venezuela. Para identificacdo dos haplétipos veja
Tabela 27.
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Familia Mormoopidae

Foi cariotipada uma espécie de Pteronotus. O caridtipo com coloracéo
convencional de Giemsa do macho CRB2172 de Pteronotus parnellii (Gray, 1843)
mostrou 2n=38 e NF=60 (Tabela 14). O complemento cromossdmico consiste em 12
pares de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, variando de grandes a
médiose seis pares de cromossomos acrocéntricos. O cromossomo X um
submetacéntrico grande e o cromossomo Y um acrocéntrico pequeno (Figura 74a).
O carittipo com coloracdo de nitrato de prata mostrou as Ag-RONSs localizadas na
regido telomérica do braco curto dos dois menores pares de cromossomos

submetacéntricos (Figura 74b).
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Figura 74 - Carittipo de Pteronotus parnelli macho CRB2172 com 2n=38 e NF=60, (a) colorac&o
convencional de Giemsa, (b) coloracédo de nitrato de prata (Ag-RONSs). XY= par sexual masculino.
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Tabela 30— Carittipos do género Pteronotus. Numero diploide (2n) e fundamental (NF), cromossomos
sexuais X, Y, referéncias bibliograficas (Refs).1= Baker (1967), 2= Hsu et al. (1968); 3= Baker e
Bickham (1980), 4= Patton e Baker (1978), 5= Sites et al. (1981), 6= presente estudo.JM= Jamaica,
MX= México, NI= Nicardgua, PR= Porto Rico, TT= Trinidade e Tobago, VE=Venezuela.

Espécie 2n NF X Y Localidades Refs
Pteronotus davyi 38 60 SM A MX 1,5
Pteronotus gymnonotus 38 60 M A JM, NI, VE 3,5
Pteronotus parnelli 38 60 SM/IM A MX, TT, PR, BR: AM 1,2,4,6
Pteronotus personatus 38 60 SM A TT, PR 3

Familia Noctilionidae

Foram cariotipadas as duas espécies de Noctilio. O cariétipo com coloracdo
convencional de Giemsa das trés fémeas CRB2610, JAO1931 e JAO1946 e dos trés
machos CRB2618, CRB2621 e JAO2299 de Noctilio albiventris Desmarest, 1818
mostrou 2n=34 e NF=62 (Tabela 14). O complemento cromossdmico consiste em 15
pares de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, variando de grandes a
pequenos e um par de acrocéntrico. O cromossomo X um metacéntrico médio e o
cromossomo Y um acrocéntrico médio. O 11° par cromossémico apresenta uma
constricdo secundaria na regido proximal do centrdmero (75a e b). O cari6tipo com
bandeamento-CBG do macho (JAO2299) mostrou blocos heterocroméaticos
centroméricos nos autossomos e no cromossomo X. Adicionalmente, foram
observadas bandas mais conspicuas no 11° 12° 13° 16° e 17° pares. O
cromossomo Y é totalmente heterocromatico (75c). O caridtipo com coloracdo de
nitrato de prata da fémea JAO1931 mostrou as Ag-RONSs localizadas na regidao
proximal do centrdmero do 12° par cromossémico e sdo coincidentes com as
constricdes secundarias (75d). O cariotipo com FISH de sonda telomérica da fémea
CRB2610 e do macho CRB2621 mostrou marcacdes terminais em todos os

cromossomos e centroméricas em alguns pares. Adicionalmente, marcacfes mais
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conspicuas sdo observadas no 11°, 12° 13° 16° e 17° pares. O cromossomo Y
hibrida ao longo de todo o cromossomo (75e e f).

O caridtipo com coloragcédo convencional das trés fémeas CRB2595, CRB2601
e CRB2613 e dos quatro machos CRB2605, CRB2608, CRB2609 e CRB2617 de
Noctilio leporinus (Linnaeus, 1758) mostrou 2n=34 e NF=62 (Tabela 14). O
complemento cromossomico consiste em 15 pares de cromossomos metacéntricos
ou submetacéntricos, variando de grandes a pequenos. O cromossomo X é um
metacéntrico médio (Figura 76a e b). O caridtipo combandeamento-CBG da fémea
CRB2601 de N. leporinus mostrou bandas positivas centroméricas nos autosSsomos
e no cromossomo X, além de bandas mais conspicuas nos 11°, 12° 13°, 16° e 17°
pares. O cromossomo Y é totalmente heterocromético (Figura 76c). O cariétipo com
coloracdo de nitrato de prata da fémea CRB2601 mostrou as Ag-RONSs localizadas
no 11° par cromossomico, na regido proximal do centrémero (Figura 76d). O
cariotipo com FISH de sonda telomérica da fémea CRB2613 mostrou marcacoes
terminais em todos 0os cromossomos e centroméricas nos 11°, 12° 13°, 16° e 17°

pares (Figura 76e).
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Tabela 31— Caridtipos de Noctilionidae. Numero diploide (2n) e fundamental (NF), cromossomos
sexuais X e Y, referéncias bibliograficas (Refs).CO= Colébmbia, HN= Honduras, MX= México, SR=
Suriname, TT= Trinidade e Tobago.Estados brasileiros (BR): MT= Mato Grosso, PE= Pernambuco,
SP= Sé&o Paulo. 1= Yonenaga et al. (1969), 2= Baker (1970), 3= Baker e Jordan (1970), 4= Toledo
(1973), 5= Patton e Baker (1978), 6= Baker et al. (1982), 7= Hood e Pitochelli (1983); 8= Varella-
Garcia et al. (1989), 9= Vilamiu et al. (2010), 10= presente estudo.

Espécie Localidades
Noctilio albiventris minor 34 62 SM A HN 5
Noctilio albiventris affinis 34 62 M A CO 3,6,7
Noctilio albiventris cabrerai 34 62 SM A BR: SP, MT 8,9
Noctilio albiventris cabrerai 34 62 M A BR: AM, RR 10
Noctilio leporinus 34 54 M - BR:PE 8
Noctilio leporinus 34 58 M/SM A TT, MX,BR: SP 1,23,4
Noctilio leporinus 34 62 M - SR 6
Noctilio leporinus 34 62 M A BR: AM 10
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Figura 75 - Cariotipo de Noctilio albiventris com 2n=34 e NF=62 com coloracao convencional de Giemsa (a) fémea JAO1946 e (b) macho CRB2618, (c) macho
JAO2299 com bandeamento CBG, fémeas (d) JAO 1931 com coloracao de nitrato de prata (Ag-RONSs) e () CRB2610 com FISH de sondas teloméricas, (f) macho
CRB2621 com FISH de sondas teloméricas.XX= par sexual feminino, XY= par sexual masculino.
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Figura 76 - Cariétipo de Noctilio leporins com 2n=34 e NF=62 com coloragdo convencional de Giemsa (a) ffmea CRB2613 e (b) macho CRB2608, (c) fémea

CRB2601 com bandeamento CBG, fémeas (d) CRB2595 com coloracdo de nitrato de prata (Ag-RONs) e (e) fémea CRB2613 com FISH de sondas
teloméricas.XX= par sexual feminino, XY= par sexual masculino.
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Figura 77 - Mapa com a distribuicdo geogréfica em cinza claro, localidade-tipo (estrela azul) e
localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos anteriores (pontos pretos), e nesse
estudo (pontos vermelhos). Noctilionidae (a) Noctilio albiventris com localidade-tipo no Rio Sao
Francisco, Bahia, (b) Noctilio leporinus com localidade-tipo no Suriname, (c) Pteronotus parnelli com
localidade-tipo na Jamaica. Distribuicdo baseada em (a) Hood e Pitochelli (1983) e Gardner (2007b),
(b) Hood e Jones (1984) e Gardner (2007b), (c) Herd (1983) e Patton e Gardner (2008). Brasil,
Amazonas, (1) Barcelos, (2) Santa Isabel do Rio Negro; Roraima (3) Caracarai, Mato Grosso (4)
Bardo de Melgaco, Sao Paulo (5), (6) Anhembi, (7) S&o José do Rio Preto, (8) Pernambuco, Trinidad
e Tobago (9); (10) Suriname; (11) Porto Rico; Honduras (12) Nacaome; México (13) Chiapas, (14)
Guerrero, (15) Sinaloa, (16) Sonora.
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Familia Molossidae

Foi cariotipada uma espécie de Cynomops. O cariétipo com coloracao
convencional de Giemsa da fémea JAO1948 e dos machos JAO1936 e JAO1947 de
Cynomops planirostris (Peters, 1866) mostrou 2n=34 e NF=60 (Tabela 14). O
complemento cromossOmico consiste em 14 pares de cromossomos metacéntricos
ou submetacéntricos, variando de grandes a pequenos e dois pares de
cromossomos acrocéntricos. O cromossomo X é um metacéntrico médio e o
cromossomo Y € um acrocéntrico pequeno (Figura 78a e b). O cari6tipo
combandeamento-CBG do macho JAO1947 e da fémea JAO1948 de C. planirostris
mostrou poucas bandas heterocromaticas positivas, com blocos apenas ha regiao
intersticial do braco longo do quinto cromossomo, nos centromeros dos sexto e
décimo quarto pares, e blocos mais conspicuos ocupando a regido pericentromérica
dos 15° e 16°pares.

Os bracgos curtos dos cromossomos X e Y séo totalmente heterocrométicos
(Figura 78c). O cariétipo com FISH de sonda telomérica do macho JAO1947 mostrou
apenas sinais nas extremidades cromossoémicas de todos os cromossomos de todas
as metafases analisadas, inclusive nos cromossomos sexuais X e Y (Figura 78d).

Foram cariotipadas duas espécies de Eumops. O cari6tipo com coloracao
convencional dos machos CRB2410 e CRB2450 de Eumops hansae Sanborn, 1932
mostrou 2n=48 e NF=58 (Tabela 14). O complemento cromossdmico consiste de um
par de cromossomos metacéntricos grandes e cinco pares de Cromossomos
metacéntricos ou submetacéntricos médios e 17 pares de Ccromossomos
acrocéntricos, variando de meédios a pequenos. O cromossomo sexual X é um
metacéntrico médio e o cromossomo Y é um metacénctrico pequeno (Figura 79a). O
caridtipo com FISH de sonda telomérica do macho CRB2410 mostrou sinais de

hibridagédo das sequéncias teloméricas na regido terminal de todos os cromossomos
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de todas as metafases analisadas, inclusive nos cromossomos sexuais X e Y. Houve
variagcdes na intensidade dos sinais entre os cromossomos (Figura 79b).

O caridtipo com coloracdo convencional de Giemsa da fémea CRB2411 de
Eumops perotis (Schinz, 1821) mostrou 2n=48 e NF=58 (Tabela 14). O complemento
cromossOmico consiste de um par de cromossomos metacéntricos grandes, cinco
pares de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos médios e 17 pares de
acrocéntricos, variando de médios a pequenos. O cromossomo sexual X é um

metacéntrico médio (Figura 80).
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Figura 78 - Cariétipo de Cynomops planirostris com 2n=34 e NF=60, (a) fémea JAO1948 com
coloragcéo convencional de Giemsa, macho JAO1947 (b) coloracdo convencional, (c) bandeamento
CBG, (d) FISH de sonda telomérica. XX= par sexual feminino, XY = par sexual masculino.
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Figura 79 - Caridtipo de Eumops hansae macho CRB2410 com 2n=48 e NF=58, (a) coloracéo
convencional de Giemsa ,(b) FISH de sonda telomérica. XY= par sexual masculino.

Foi cariotipada uma espécie de Molossus. O caridtipo com coloragao
convencional das fémeas CRB2028 e CRB2031 e dos machos CRB2030 e JAO1949
de Molossus molossus (Pallas, 1766) mostrou 2n=48 e NF=64 (Tabela 14). O
complemento cromossdmico consiste em um par de cromossomos metacéntricos
grandes, oito pares de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, variando
de grandes a médios e 14 pares de acrocéntricos, variando de grandes a pequenos.
O cromossomo X é um metacéntrico grande e o cromossomo Y um acrocéntrico

pequeno (Figura 81a e b).
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Figura 80 - Carittipo de Eumops perotis fémea CRB2411 com 2n=48 e NF=58, com colorac¢éo
convencional de Giemsa. XX= par sexual feminino.

O caridtipo com bandeamento-CBG do macho JAO1949 de M. molossus
mostrou bandas heterocrométicas pericentroméricas em todos 0S Cromossomos
autossomos e no cromossomo X. O cromossomo Y apresenta heterocromatina no
braco longo (Figura 81c). O caridtipo com coloracéo de nitrato de prata domacho
JAO1949 mostrou as Ag-RONSs localizadas na regiao intersticial do brago longo do
segundo maior par submetacéntrico (Figura 81d).

Familia Vespertilionidae

Foram cariotipados trés espécies de Myotis. O cariétipo com coloracao
convencional de Giemsa das fémeas CRB2114, CRB2115 e CRB2116 de Myotis
albescens (E. Geoffroy, 1806) mostrou 2n=44 e NF=52 (Tabela 14). O complemento
cromossOmico consiste em cinco pares de cromossomos metacéntricos ou
submetacéntricos, trés pares grandes, um par pequeno e 0 menor par de
autossomos, e 17 pares de cromossomos acrocéntricos, variando de médios a

pequenos. O cromossomo X € um submetacéntrico médio (Figura 83).
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Figura 81 - Caridtipo de Molossus molossus com 2n=48 e NF=64 com coloragdo convencional de
Giemsa, (a) fémea CRB2028 e (b) macho CRB2030, macho JAO1949 (c) bandeamento CBG, (d)
marcacao de Ag-RONs. XX= par sexual feminino, XY= par sexual masculino.
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Tabela 32—Cari6tipos de Molossidae. Nimero diploide (2n), nimero fundamental (NF), cromossomos sexuais X e Y, referéncias bibliograficas (Refs). Estados
brasileiros: BA= Bahia, GO= Goias, MG= Minas Gerais, PA= Para, PE= Pernambuco, RJ= Rio de Janeiro, RS= Rio Grande do Sul, SP= S&do Paulo. 1= Baker
(1970), 2= Toledo (1973); 3= Warner et al. (1974); 4= Varella-Garcia et al. (1989); 5= Morielle-Versute et al. (1996); 6= Finato et al. (2000); 7= Leite-Silva et
al.(2003); 8= presente estudo.

Espécie 2n NF X Y Localidades Refs
Cynomops abrasus 34 64 SM - Brasil: SP 5
Cynomops abrasus 34 60 A SM Peru 3
Cynomops greenhalli 34 60 A SM Trinidad e Tobago 1
Cynomops greenhalli 34 60 M M Trinidad e Tobago, Costa Rica 3
Cynomops planirostris 34 60 SM A Brasil: PE, AM 7,8
Eumops auripendulus 42 62 M A Brasil: RJ 2
Eumops auripendulus 42 62 M A Trinidad e Tobago 3
Eumops glaucinus 40 64 SM A Brasil: SP 6
Eumops glaucinus 38 64 SM M México 3
Eumops glaucinus 38 64 A M Colémbia, Costa Rica, Honduras 3
Eumops sp. 48 56 M - Brasil: SP 2
Eumops hansae 48 58 M M Brasil: AM 8
Eumops perotis 48 54 M A Brasil: RJ 2
Eumops perotis 48 56 SM A México 1,3
Eumops perotis 48 58 SM A Brasil: SP 6
Eumops perotis 48 58 M - Brasil: AM 8
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Tab. 32 - Continuacao

Espnécie 2n NF X Y Localidades Refs
Molossus rufus 48 64 SM A Brasil: SP, PE 57
Molossus rufus 48 60 M A Brasil: RJ, SP 2
Molossus rufus 48 58 SM A México, Trinidad e Tobago, Costa Rica 3
Molossus molossus 48 56 SM A Porto Rico, Brasil: PE, RS 4
Molossus molossus 48 58 SM A Trinidad e Tobago,NCiZ((:);c;)z;rgljtlJJi:, Porto Rico, Peru, 3
Molossus molossus 48 64 SM A Brasil: SP, PE, AM 57,8
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Figura 82 - Mapa com a distribuicdo geogréfica em cinza claro, localidade-tipo (estrela azul) e
localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos anteriores (pontos pretos), e nesse
estudo (pontos vermelhos). Molossidae (a) Cynomops planirostris em Caiene, Guiana Francesa, (b)
Eumops hansae com localidade-tipo na Colénia Hansa (Corupa), Santa Catarina, Brasil, (c) Eumops
perotis com localidade-tipo em Campos dos Goitacazes, Rio de Janeiro, Brasil, (d) Molossus
molossus com localidade-tipo em France, Martinica, Pequenas Antilhas. Distribuicdo baseada em (a)
Eger (2007), (b) Best et al. (2001), (c) Best et al. (1996), (d) Eger (2007) e Fabian e Gregorin
(2013).Brasil, Amazonas, (1) Barcelos; Roraima (2) Caracarai; Pernambuco (3) Rio Formoso, (4)
Agua Preta, (5) Camaragibe, (6) Itamaraca; Rio de Janeiro (7) ltaguai; Sdo Paulo (8) Itating, (9) S&o
Paulo; (10) Rio Grande do Sul; (11) Trinidad e Tobago; Coldémbia (12) Tolima, (13) Restrepo, (14)
Puerto Lopez; (15) Porto Rico; Peru (16) Huanaco, (17) Loreto, (18) Ayacucho; Nicardgua (19) Rivas;
México (20) Sonora.
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Figura 83 — Caridtipo de Myotis albescens fémea CRB2116 com 2n=44, NF=52, com coloragdo
convencional de Giemsa. XX= par sexual feminino.

O caridtipo com coloracdo convencional de Giemsa da fémea CRB2151 de
Myotis riparius Handley, 1960 mostrou 2n=44 e NF=52 (Tabela 14). O complemento
cromossOmico consiste em cinco pares de cromossomos metacéntricos ou
submetacéntricos, trés pares grandes, um par pequeno e 0 menor par de
autossomos, e 17 pares de cromossomos acrocéntricos, variando de médios a

pequenos. O cromossomo X € um submetacéntrico médio. (Figura 84).
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Figura 84 - Cariotipo de Myotis riparius fémea CRB2151 com 2n=44 e NF=52, com coloracédo
convencional de Giemsa. XX= cromossomo sexual X.
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O cari6tipo com coloragdo convencional de Giemsa do macho CRB2118 de
Myotis sp. mostrou 2n=44 e NF=52 (Tabela 14). O complemento cromossémico
consiste em cinco pares de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, trés
pares grandes, um par pequeno e 0 menor par de autossomos, e 17 pares de
cromossomos acrocéntricos, variando de meédios a pequenos. O cromossomo X é

um submetacéntrico médio e o Y é um acrocéntrico pequeno (Figura 85a e b).
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Figura 85- Caridtipo de Myotis sp. com 2n=44 e NF=52, macho CRB2118, com colorac¢éo
convencional de Giemsa. XY= par sexual masculino.
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Figura 86 - Mapa com a distribuicAdo geografica em cinza claro, localidade-tipo (estrela azul) e
localidades de coleta de espécimes cariotipados em estudos anteriores (pontos pretos), e nesse
estudo (pontos vermelhos). Vespertilionidae (a) Myotis albescens com localidade-tipo em Yaguaron,
Paraguari, Paraguai, (b) Myotis riparius com localidade-tipo no Rio Puero, Villa Tacaruna, Darien,
Panama, Distribuicdes baseadas em (a) Braun et al. (2008), (b) Gardner (2007d). Brasil, Amazonas,
(1) Barcelos, Colébmbia (2) Leticia, Peru (3) Huanaco.

Tabela 33 - Caridtipos do género Myotis. Numero diploide (2n), ndmero fundamental (NF),
cromossomos sexuais (X) e (Y), referéncias bibliograficas (Refs). Estados brasileiros: AM=
Amazonas, RJ= Rio de Janeiro, SP= Sdo Paulo. 1= Baker e Jordan (1970); 2= Toledo (1973); 3=
Bickham (1979); 4= Bickham et al. (1986); 5= Varella-Garcia et al. (1989); 6= Tiranti (1996); 7=
Moratelli (2003); 8= presente estudo.

Espécie 2n  NF X Y Localidades Refs
Myotis albescens 44 50 SM - Peru 4
Myotis albescens 44 52 SM A Brasil: AM 8
Myotis dinelli 44 50 SM SM Argentina 6
Myotis levis 44 50 SM A Brasil: RJ 7

Colémbia, Trinidad e
Myotis nigricans 4 50 SM/M SM/A Tobago, México, 1,2,35
Brasil: RJ, SP
Myotis riparius 44 50 SM A Colémbia 1
Myotis riparius 44 52 SM A Brasil: AM 8
Myotis ruber 44 50 M A Brasil: RJ 7
Myotis simus 44 50 SM A Colémbia 1
Myotis sp. 44 52 SM A Brasil: AM 8
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3.4.4 Discussao

Familia Emballonuridae

O género Saccopteryx llliger, 1811 possui cinco espécies, quatro
ocorrendo no Brasil, Saccopteryx bilineata, Saccopteryx leptura, Saccopteryx
canescens e Saccopteryx gymnura, das quais somente a Ultima ndo possui cariétipo
descrito (Tabela 15). Aqui é descrito um novo cariomorfotipo de um espécime jovem
identificado como Saccopteryx sp., com 2n=44 e NF=60. Este cariétipo é diferente
de todos os descritos para o0 género que possuem numero diploide variando de 24 a
28, sendo o0 2n=44, aqui encontrado, 0 mais alto ja descrito para a familia (Tabela
15). O padrdo de bandeamento-CBG em Saccopteryx sp., com bandas
pericentroméricas em todos os cromossomos, foi similar ao descrito para outras
espécies do género e 0 mais comum em quirépteros (Hood e Baker, 1986).
Infelizmente ndo foi possivel a obtecdo de bandas-GTG para comparacdo mais
detalhada com os representantes do género. Individuos de S. bilineatae de S.
leptura foram coletados em localidades dos rios Curuduri e Padauari, na margem
esquerda do rio Negro, muito préximas da localidade onde foi coletado o espécime
com 2n=44 e NF=60, no centro da cidade, na margem direita do rio Negro, todas no
municipio de Barcelos (Tabela 14). Estas espécies apresentaram cariétipos 2n=26 e
NF=36, e 2n=28 e NF=38, respectivamente, similares aos ja descritos na literatura
para outras localidades na América do Sul (Baker, 1970; Baker e Jordan, 1970;
Hood e Baker, 1986; Tabela 16; Figura 27a e b). O padrdo de bandas-CBG
pericentroméricas em todos os cromossomos de S. bilineata foi similar ao
encontrado em um individuo do Suriname (Hood e Baker, 1986). As Ag-RONSs,
descritas pela primeira vez neste trabalho, localizadas intersticialmente no braco
longo do segundo maior par de cromossomos de dois bracos, foi coincidente com a

constricdo secundaria também observada nos trabalhos anteriores para S. bilineata
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e S. leptura (Baker, 1970; Baker e Jordan, 1970). Os numeros cromossOmicos
encontrados nas trés espécies estudadas até o momento, S. bilineata, S. leptura e
S. canescens (Tabela 15), sugerem que a evolugdo cromossdmica no género pode
ter ocorrido por rearranjos do tipo fissbes/fusdes céntricas, entre outros (Hood e
Baker, 1986).

Rhynchonycteris naso € uma espécie monotipica e € encontrada desde Vera
Cruz, no México, passando pelo Peru, Bolivia, Guianas, Suriname, Trinidad e
Tobago, até o sudeste do Brasil (Hood e Gardner, 2008; Peracchi e Nogueira, 2007).
Os espécimes de R. naso do Amazonas, aqui estudados, apresentaram 2n=22 e
NF=36, similar aos descritos para Trinidad e Tobago, Venezuela e Suriname (Baker
e Jordan, 1970; Hood e Baker, 1986; Tabela 15; Figura 27c). Neste trabalho, as Ag-
RONSs foram descritas pela primeira vez para a espécie, e foram coincidentes com a
constricdo secundaria, também observada nos estudos anteriores para a espécie e
da mesma forma que em S. bilineata (Baker, 1970; Baker e Jordan, 1970; presente
estudo). Embora estudos com bandas-GTG tenham mostrado poucas homologias
entre R. naso e S. canescens (Hood e Baker, 1986), a mesma localizacdo das Ag-
RONs para as duas espécies e, possivelmente para as outras espécies de
Saccopteryx, ja que constricdes secundarias foram observadas em outros estudos
(Baker e Jordan, 1970; Hood e Baker, 1986), corroboram estudos filogenéticos que
mostram os dois géneros como grupos-irmaos (Lim, 2007; Lim et al., 2008).

Os caridtipos das espécies de Saccopteryx, aqui estudadas, foram os
primeiros reportados para a Amazonia brasileira, e se mostraram semelhantes aos
descritos anteriormente para outras localidades da regido Neotropical, mostrando
que, apesar da ampla distribuicdo geografica de S. bilineata, S. leptura e R. naso,
existe uma alta conservacado cromossdmica intraespecifica (Figura 27d). Entretanto,

um novo cariétipo foi encontrado para o género Saccopteryx, com valores altos de
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2n e NF, tendo evoluido provavelmente por varios rearranjos, o que indica se tratar
de um cariotipo de outra espécie.

Familia Phyllostomidae,Subfamilia Desmodontinae

Esta subfamilia possui trés espécies hematéfagas, Diaemus youngi, Diphylla
ecaudata e Desmodus rotundus, amplamente distribuidas desde o México até a
América do Sul. Todas ocorrem no Brasil e sdo as Unicas espécies hematofagas da
ordem Chiroptera (Simmons, 2005; Aguiar, 2007). Os cariotipos de D. youngi e D.
ecaudata sao iguais (2n=32 e NF=60) e diferentes de D. rotundus (2n=28 e NF=52;
Tabela 16). Os espécimes de D. rotundus do Amazonas e do Para, aqui analisados,
apresentaram o mesmo cariétipo (2n=28 e NF=52) e a mesma composi¢cdo
cariotipica descrita para exemplares do México, Vera Cruz e Morelos e do Brasil,
estados de Sdo Paulo, Bahia, Rio de Janeiro (Itaguai), Pernambuco (Agua Preta,
S&o Luis da Mata e Toritama) e Para (Yonenaga et al., 1969; Toledo, 1973; Cadena
e Baker, 1976; Souza, 1985; Morielle e Varella-Garcia, 1988; Tabela 16; Figura 27d).

Nos exemplares aqui estudados foi observada uma constricdo secundaria
localizada na regiéo intersticial do braco longo do oitavo par cromossémico, como
descrita por outros autores (Yonenaga et al., 1969; Baker, 1970; Cadena e Baker,
1976). Esta constricdo € coincidente com as Ag-RONs em individuos de S&o Paulo
e se apresentou positiva para coloracdo com o fluorocromo base-especifico
cromomicina Az(CMA3) em individuos de Pernambuco, indicando que esta € uma
regiao rica em GC e a marcacao com sondas ribossémicas (FISH) confirmaram esta
localizag&o e a atividade das RONs (Morielle e Varella-Garcia, 1988; Santos et al.,
2001). As analises do bandeamento-CBG em D. rotundus, neste estudo, mostraram
bandas heterocromaticas pericentroméricas em todos os autossomos, inclusive no
cromossomo X, padrdo muito semelhante ao encontrado em espécimes de

Pernambuco, tanto com bandeamento-CBG, quanto com coloragdo CB-DAPI
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(Santos et al., 2001), porém diferente da encontrada em individuos de Séo Paulo,
gue mostrou blocos insterticiais em alguns autossomos (Varella-Garcia et al., 1989),
sugerindo que estas diferencas podem ser devido a uma variagao populacional
(Santos et al., 2001). Estudos filogeograficos de D. rotundus com o mt-Cytb
mostraram uma forte estruturacdo geografica de acordo com os dominios
morfoclimaticos brasileiros, com cinco clados reciprocamente monofiléticos e uma
clara divisdo leste/oeste na Amércia do Sul (Martins et al., 2009). Embora os
resultados aqui encontrados confirmem uma estabilidade cariotipica para a espécie,
a pequena diferenca no padrdo de bandeamento-CBG, indicando um polimorfismo
entre populagbes do norte e nordeste em relacdo ao sudeste, sugere que pode
haver uma diferenciacao populacional.

Familia Phyllostomidae, Subfamilia Phyllostominae

Chrotopterus auritus € um morcego de grande porte, o segundo maior do
Novo Mundo, perdendo apenas para a espécie Vampyrum spectrum (Nogueira et al.,
2007). Ocorre desde o México (localidade-tipo), através da América do Sul até o
norte da Argentina (Simmons, 2005). O cariétipo do espécime de Chrotopterus
auritus do Amazonas, aqui estudado mostrou 2n=28 e NF=52, similar ao descrito
para individuos do Suriname, em Nickerie e Brokopondo, e do Brasil, no estado de
Sao Paulo (Sédo José do Rio Preto e Jacupiranga; Yonenaga, 1969; Toledo, 1973;
Honeycutt et al., 1980; Morielle-Versute et al., 1992; Tabela 17; Figura 32a). No
exemplar aqui estudado foi observada uma constricdo secundaria no braco longo do
terceiro par cromossomico, semelhante ao encontrado em individuos de S&o Paulo
(Yonenaga, 1969; Toledo; 1973; Morielle-Versute et al., 1992). O cariétipo com
bandeamento-CBG e com marcacdes das Ag-RONs mostrou padrdo semelhante ao

encontrado em individuos de Sdo Paulo (Morielle-Versute et al., 1992). Os
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resultados aqui obtidos mostram que o cariotipo de C. auritus, apesar de sua ampla
distribuicdo geogréfica, € conservado sob o ponto de vista citogenético (Figura 32a).

O género Lophostoma d’Orbigny, 1836 possui nove espécies (Velazco e
Cadenillas, 2011; Velazco e Gardner, 2012), incluindo a espécie silvicola que até
2002 era considerada do género Tonatia. Estudos com sequéncias de genes
mitocondriais, associados a estudos imunolégicos, cariotipicos e com aloenzimas,
mudaram todas as espécies de Tonatia, exceto T. bidens e T. saurophylla, para o
género Lophostoma (Lee et al.,, 2002). Lophostoma silvicola € uma das espécies
com maior distribuicdo geogréfica do género, ocorrendo de Honduras até o sul da
Bolivia, maior parte do Brasil indo até o nordeste da Argentina (Simmons, 2005;
Williams e Genoways, 2007). O cariétipo dos individuos de L. silvicola do Amazonas
mostrou 2n=34 e NF=60, similar ao encontrado em individuos do Peru (Loreto),
Suriname (Saramacca, Brokopondo, Bitagron e Nickerie), Costa Rica (Puntarenas,
Rincon de Osa) e Brasil, Par4, Amazonas e Mato Grosso, (Gardner, 1977; Honeycutt
et al.1980; Genoways e Williams, 1980; Tucker e Bickham, 1986; Ribas et al., 2015;
Tabela 18; Figura 32b).

Entretanto, o cariétipo com bandeamento-CBG mostrou bandas
pericentroméricas em todos 0s cromossomos, inclusive no cromossomo X, diferente
do encontrado nos individuos do Para, Amazonas e Mato Grosso (Ribas et al.,
2015), onde o brago longo do par numero 15 também se mostrou heterocromético.
Estudos filogenéticos com o mt-Cytb indicam que L. silvicola € um complexo de
espécies, e que mais estudos com amostras maiores e mais marcadores
moleculares sdo necessarios para esclarecer as relacbes entre os trés clados
encontrados para a espécie (Velazco e Cadenillas, 2011). Os resultados aqui
encontrados para L. silvicola diferem apenas na quantidade de heterocromatina do

par numero 15 das amostras de diferentes localidades do Brasil, no entanto, como
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ainda s&o poucos os estudos com bandeamentos, essas diferengas devem ser
investigadas a fim de auxiliar no entendimento das relagdes filogenéticas desta
espécie.

Mimon crenulatum se distribui do México até as Guianas, passando pela
Bolivia, Equador, Leste do Peru e leste do Brasil, além de Trinidad e Tobago
(Simmons, 2005; Williams e Genoways, 2007; Nogueira et al., 2007). O caribtipo de
M. crenulatum da Amazonia brasileira, agui mostrado pela primeira vez, possui
2n=32 e NF=60, similar aos encontrados em espécimes de Trinidad e Tobago (San
Rafael, Las Cuevas, Caura Valley e Blanchisseuse), Coldombia (Leticia), Peru
(Loreto), Suriname (Commenwijne e Brokopondo), Equador e Brasil, estado de
Pernambuco (Baker e Hsu, 1970; Baker et al., 1972; Baker, 1979; Honeycutt et al.,
1980; Ribaset al., 2015; Tabela 18; Figura 32c). No individuo aqui estudado foi
observado um  heteromorfismo no 5° par cromossdmicodo  tipo
submetacéntrico/metacéntrico, diferente do encontrado em individuos de Trinidad e
Tobago, Colémbia, Peru e Equador, com submetacéntrico/submetacéntrico,
submetacéntrico/acrocéntrico, ou acrocéntrico/acrocéntrico (Baker et al., 1972;
Ribaset al., 2015). Esse padrdo é semelhante ao encontrado para outra espécie do
género, Mimon bennettii que apresentou polimorfismo no par 7 em espécimes do
Suriname (Baker et al., 1981a).

Phylloderma Peters, 1865 é um género monotipico e ocorre do sul do México
até a Ameérica do Sul na Bolivia, Peru até o sudeste do Brasil (Simmons, 2005;
Williams e Genoways, 2007). O caridtipo aqui encontrado para espécimes do
Amazonas de Phylloderma stenops foi similar ao descrito para individuos do
Suriname (Saramacca, Brokopondo), Trinidad e Tobago, Colémbia, e Brasil no
estado de Pernambuco com 2n=32 e NF=58 (Baker, 1973; Baker e Hsu, 1970;

Baker, 1979; Honeycutt et al., 1980; Santos et al., 2002; Tabela 17; Figura 32d),
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mostrando que o complemento cromoss6mico desta espécie € conservado apesar
de sua ampla distribuicdo. O bandeamento-CBG foi aqui descrito pela primeria vez
para a espécie e mostrou blocos heterocrométicos na regido pericentromeérica de
todos os cromossomos, inclusive no cromossomo X.

O género Phyllostomus Lacépede, 1799, se distribui do México ao sul do
Brasil e possui quatro espécies descritas, P. discolor, P. elongatus, P. hastatus e
Phyllostomus latifolius, todas ocorrendo no Brasil (Simmons, 2005; Fregonezi et al.,
2013).Todas possuem caribtipos descritos, sendo o de P. latifolius com 2n=32 e
NF=58 descrito para o Suriname (Honeycutt et al., 1980), o Unico aqui ndo estudado.
O cariotipo de P. discolor do Amazonas, aqui estudado, com 2n=32 e NF=60 foi
similar ao descrito para individuos do México, El Salvador, Trinidad e Tobago,
Venezuela e Brasil nos estados de S&o Paulo, Bahia (Itajiba), Pernambuco, Minas
Gerais, Para, Amazonas e Mato Grosso (Baker, 1967; Hsu et al., 1968; Kiblisky,
1969; Yonenagaet al., 1969; Baker e Hsu, 1970; Toledo, 1973; Paton e Baker, 1978;
Baker, 1979; Souza, 1985; Morielle e Varella-Garcia, 1988; Rodrigues et al., 2000;
Ribas et al., 2015; Tabela 17; Figura 39c). O caribtipo aqui encontrado para P.
elongatus do Amazonas com 2n=32 e NF=58, é similar ao encontrado para
espécimes da Coldémbia e do Brasil, no estado de Pernambuco (Baker, 1979;
Morielle e Varella-Garcia, 1988; Santos et al., 2002; Tabela 17; Figura 39b). O
cariétipo de P. hastatus do Amazonas e de Roraima aqui estudado, com 2n=32 e
NF=58, foi similar ao descrito para espécimes de Trinidad e Tobago, Venezuela e
Brasil, nos estados de Sao Paulo, Bahia, Rio de Janeiro, Pernambuco, Minas Gerais
e Par& (Baker e Hsu, 1970; Toledo, 1973; Baker, 1979; Kiblisky, 1969; Yonenaga et
al.,, 1969; Souza, 1985; Morielle e Varella-Garcia, 1988; Rodrigues et al., 2000;
Tabela 17; Figura 39a). O cariétipo de P. hastatus com bandeamento-CBG

mostrando bandas de heterocromatina na regido pericentromérica de todos os
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cromossomos e as marcacdes de Ag-RONs no bragco curto do 15° par de
autossomos foi similar ao ja descritos para os individuos do Para (Rodrigues et al.,
2000). Os resultados aqui encontrados para as trés espécies de Phyllostomus
confirmam a conservacgéao cariotipica do género (Tabela 17).

Os géneros Phyllostomus, Phylloderma, Lophostoma, Mimon e Tonatia,
constituem a tribo Phyllostomini (Baker et al., 2003). Alguns autores incluiram
Phylloderma stenops no género Phyllostomus (Phyllostomus stenops) baseados em
dados cariolégicos e moleculares (mt-Cytb imcompleto; Baker, 1988; Van Den
Bussche e Baker, 1993), o que nao foi aceito por outros autores (Baker et al., 2003;
Wetterer et al.,, 2000). Phylloderma stenops, Phyllostomus hastatus, Phyllostomus
elongatus, Phyllostomus latifolius, Phyllostomus discolor, e M. crenulatum
compartilham o mesmo 2n=32 e NF=58, exceto as duas ultimas com NF=60. Foi
sugerido que esta diferenca ocorre por uma inversao pericéntrica no par 15, que em
M. crenulatum e P. discolor € metacéntrico e nas outras quatro primeiras espécies é
acrocéntrico (Patton e Baker, 1978; Baker, 1979; Honeycutt et al., 1980; Morielle e
Varella-Garcia, 1988; Varella-Garcia et al.,, 1989, este estudo). As Ag-RONs de
Phylloderma stenops, Phyllostomus hastatus, Phyllostomus elongatus, Phyllostomus
discolor e M. crenulatum localizam-se na porcao distal do par numero 15, sugerindo
que apesar da inversdo pericéntrica a localizacdo dos sitios ribossémicos nao foi
afetada pelo rearranjo (Morielle e Varella-Garcia et al., 1988; Rodrigues et al., 2000;
Santos et al.,, 2002). Estudos prévios sugeriram que a condicdo metacéntrica do
cromossomo 15 seria plesiomorfica dentro do clado Phyllostomus, Phylloderma e
Mimon (Rodrigues et al., 2000), mas estudos com genes mitocondriais e nucleares
mostraram Phylloderma agrupado com Mimon em um clado separado de
Phyllostomus (Hoffmman et al.,, 2008) e estudos de pintura cromossémica

mostraram que a condi¢do metacéntrica € autapomorfica em P. discolor indicando
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gue ou as duas formas do par 15 ndo sao relacionadas e se fixaram ao acaso nos
diferentes ramos, 0 que caracterizaria uma hemiplasia, ou a condicdo metacéntrica
evoluiu varias vezes no grupo (Ribas et al., 2015).

As analises filogenéticas do género Phyllostomus com marcadores
mitocondriais aqui realizadas confirmam seu monofiletismo e o das espécies P.
discolor, P. elongatus e P. hastatus. Nessa analise P. discolor é grupo-irmao do
clado com P. elongatus e P. hastatus, com altos valores de suporte (bootstrap
84,7%, pp 0,99). As analises mostraram que Phyllostomus é grupo-irméo do clado
formado por Mimon e Phylloderma e a média das estimativas de distancia genética
(k-2p) entre Phyllostomus e Phylloderma foi 16,6%, enquanto a média intragenérica
de Phyllostomus foi 8,35%, corroborando estudos anteriores com genes nucleares e
mitocondriais (Hoffmann et al., 2008), e refutando a hipotese de que Phylloderma
estaria dento de Phyllostomus, apresentando probabilidae posterior de 0,76, porém
baixo valor de bootstrap (Honeycutt e Sarich, 1987; Van Den Bussche e Baker,
1993; Baker, 1988; Rodrigues et al., 2003). As analises de P. discolor com o mt-Cytb
com amostras de Pernambuco e Paraiba mostraram que esta espécie se divide em
dois clados bem suportados, com uma média de distancia intraespecifica de 4,74%.
A analise de MJ recuperou esta topologia com 43 substituicbes nucleotidicas
separando os dois clados. Este nimero € alto, embora n&o haja nenhum vetor médio
entre os dois clados. Duas amostras de Araruna, na Paraiba ficaram separadas em
todas as analises, 0 que sugere que estas duas linhagens de P. discolor
encontradas em simpatria, séo evolutivamente divergentes. Ainda ndo foi possivel
analisar o cranio e a pele destes animais, mas esta analise morfologica sera
realizada para comparagcao com os resultados filogenéticos.

O género Trinycteris Sanborn, 1949 foi recentemente reconhecido como

valido, sendo nicefori anteriormente alocado dentro de Micronycteris (Wetterer et al.,
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2000). Esta espécie se distribui de Chiapas, no México, através de Belize, Costa
Rica e Panam@, e na América do Sul, Venezuela, Colémbia, Peru, Bolivia, Guianas,
Suriname, Trinidad e Tobago, e no Brasil até o sudeste (Rocha et al., 2013). O
caridtipo de Trinycteris nicefori de Barcelos mostrou 2n=28 e NF=52, similar aos
cariotipos descritos para individuos do Suriname (Comennwijne e Brokopondo) e de
Trinidad e Tobago (Guayaguayre; Patton e Baker, 1978; Baker, 1979; Honeycutt et
al.,1980; Tabela 17; Figura 35a). No cariotipo aqui estudado o cromossomo sexual X
€ um metacéntrico grande, diferente dos individuos das demais localidades que
apresentaram este cromossomo submetacéntrico ou metacéntrico de tamanho
médio. Essa diferenca pode ser devido a adicdo ou delecdo de heterocromatina
entre a populacdo do Amazonas e as de Trinidad e Tobago e do Suriname. Somente
mais estudos com bandeamento cromossomico poderao esclarecer esta questao.

A espécie Trachops cirrhosus € monotipica e se distribui de Oaxaca, no
México, ao sudeste do Brasil passando pela Bolivia, Equador, Peru, Colémbia,
Venezuela, Guianas e Trinidad e Tobago (Simmons, 2005; Williams e Gardner,
2008; Sousa et al., 2013). Os caribtipos dos individuos de Trachops cirrhosus de
Barcelos mostraram 2n=30 e NF=56, similar ao descrito para individuos do México
(Chiapas), Suriname (Nickerie), Trinidad e Tobago e Brasil, em Toritama e Rio
Formoso, no estado de Pernambuco (Baker, 1967; Hsu et al., 1968; Baker e Hsu,
1970; Baker, 1979; Santos et al., 2002; Barros et al., 2009; Tabela 17; Figura 35b).
Nos individuos aqui estudados, o cromossomo sexual X é um submetacéntrico,
como nos espécimes do México, Suriname e Trinidad e Tobago (Baker, 1967; Hsu et
al., 1968; Baker e Hsu, 1970; Baker, 1979), mas diferente dos exemplares de
Pernambuco onde o cromossomo X é um acrocéntrico (Barros et al., 2009). O
cariétipo com bandeamento-CBG, aqui estudado, mostrou bandas pericentromeéricas

em todos os cromossomos e, adicionalmente, em todo o brago curto e na regiao
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proximal do centrdbmero do cromossomo X. Estes resultados diferem dos
encontrados nos individuos de Pernambuco que apresentaram bandas
pericentromeéricas em todos 0s autossomos e no cromossomo X acrocéntrico. Neste
caso, fica claro que a diferenca na forma do cromossomo X entre as duas
populacbes é devido a adicdo ou delecdo de heterocromatina constitutiva e ndo a
uma inversao pericéntrica como sugerido anteriormente por Barros et al. (2009). As
Ag-RONs foram marcadas na regido intersticial do bragco longo do 11° par
cromossdmico, coincidente com a constricdo secundaria, da mesma forma que nos
cariétipos de individuos de Pernambuco (Santos et al., 2002; Barros et al., 2009).

Familia Phyllostomidae, Subfamilia Carolliinae

O género Carollia Gray, 1838 possui trés espécies ocorrendo no Brasil,
Carollia benkeithi, Carollia brevicauda e Carollia perspicillata. O cariétipo de C.
perspicillata do Amazonas e de Roraima encontrado neste estudo em 23 exemplares
mostrou 2n=20/21 e NF=36, o mesmo descrito para espécimes do México,
Colébmbia, Trinidad e Tobago, Costa Rica, Venezuela e Brasil, nos estados de Sé&o
Paulo, Rio de Janeiro, Bahia, Pernambuco e Para (Baker, 1967; Hsu et al., 1968;
Kibliski, 1969; Yonenaga, 1969; Baker e Hsu, 1970; Baker e Bleier, 1971; Toledo,
1973; Stock, 1975; Varella-Garcia et al., 1988; Tucker e Bickham, 1989; Santos e
Souza, 1998; Noronha et al., 2004; Garcia et al., 2010; Tabela 20; Figura 46b). A
diferenca entre os numeros diploides de machos e fémeas em C. perspicillata é
devido a uma translocagcdo entre um autossomo e o cromossomo sexual X, dando
origem a um sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo XX/XY1Y, (Hsu et
al., 1968; Tucker e Bickham, 1989). O bandeamento-CBG aqui observado é similar
ao descrito para espécimes de C. perspicillata da Costa Rica, mas um pouco
diferente do encontrado em individuos de Angra dos Reis, no Rio de Janeiro (Tucker

e Bickham, 1989; Garcia et al., 2010; Tabela 20). Outras espécies de quirdpteros,
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estudadas na mesma localidade no Rio de Janeiro, também apresentaram
diferencas no bandeamento-CBG, indicando que pode estar havendo influéncia da
Central Nuclear Almirante Alvaro Alberto nesta populacdo (Garcia et al., 2010). As
Ag-RONSs de C. perspicillata do Amazonas estéo localizadas na regido intersticial do
braco longo do cromossomo X e sdo coincidentes com as constricbes secundarias
descritas anteriormente para espécimes brasileiros do Pard, Pernambuco e Rio de
Janeiro (Santos e Souza, 1998; Noronha et al., 2004; Garcia et al., 2010; Tabela 20).
Estas regibes estdo localizadas provavelmente, onde houve a fuséo entre o
cromossomo X original e o autossomo, dando origem ao Novo Cromossomo X
(Noronha et al., 2004). Os individuos de C. brevicauda do Amazonas aqui estudados
mostraram 2n=21 e NF=36, similar ao descritos para espécimes do Peru e do Brasil
no estado do Pard (Stock, 1975; Pieckarza, 2005; Tabela 20; Figura 46a). O
bandeamento-CBG de C. brevicauda, aqui observado, é similar ao descrito para
espécimes do Peru e do Brasil, no Para (Stock, 1975; Santos e Souza, 1998; Tabela
20), e as Ag-RONSs séo similares as descritas para espécimes do Para (Pieckarza,
2005; Tabela 20). Neste estudo, a hibridacdo com a sonda telomérica (FISH) de C.
brevicauda forneceu resultados similares aos de C. perspicillata estudadas
anteriormente (Calixto et al., 2014). Nas duas espécies as marcacdes teloméricas
foram pequenas, e as regies ndo-teloméricas hibridadas correspondem a regides
heterocrométicas centroméricas e pericentroméricas mais conspicuas. As
marcacdes pericentroméricas podem ser remascentes de fusdes céntricas que
ocorreram ao longo da evolu¢cdo cromossémica do género (Calixto et al., 2014). A
auséncia de sinais terminais em Carollia perspicillata pode ser resultado do pequeno
namero de copias de sequéncias teloméricas.

As espéciesde Carollia apresentam um caridtipo modificado em relagdo a

outros cariotipos da familia, pois possuem valores de 2n e NF reduzidos e seus
230



padrées de bandas-GTG ndo mostram homologias com os cariétipos das espécies
relacionadas (Baker et al., 1979). Além disso, todas as espécies do género, exceto
C. benkeithi, possuem sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo XX/XY1Y
(Tucker e Bickham, 1989). Os resultados cariolégicos, aqui encontrados, para as
duas espécies confirmaram os resultados anteriores (Tabela 20).

As andlises filogenéticas de Carollia com o mt-Cytb e o mt-Col corroboraram,
estudos anteriores mostrando o monofiletismo do género e das espécies C.
perspicillata e C. brevicauda, espécies-irmas e as mais derivadas, com altos valores
de suporte (Hoffmann e Baker, 2003; Pavan et al., 2011; Velazco, 2013). Os
resultados com o mt-Cytb, aqui obtidos para C.perspicilatta, corroboraram achados
anteriores, cujos espécimes se agruparam em dois grandes clados, um com
haplétipos da Mata Atlantica e outro com haplétipos de vérias regides ao longo da
distribuicdo da espécie, inclusive do sudeste do Brasil (Hoffmann e Baker, 2003;
Pavan et al.,, 2011; Velazco, 2013). Analises de coalescéncia indicam que a
linhagem do sudeste sofreu uma diversificacdo mais recente e que C. perspicillata
teve origem na Amazénia (Pavan et al., 2011).

Em C. brevicauda foram também observados dois grandes clados, um
contendo amostras da Amazbénia e outro com amostras do nordeste até o sul do
Brasil, com haplo6tipos de Santa Isabel do Rio Negro nos dois clados. Estes
resultados corroboraram estudos filogeogréficos anteriores com o mt-Cytb, que
sugerem a ocorréncia de um isolamento e divergéncia das linhagens, com posterior
contato das duas populagdes (contato secundario; Pavan et al., 2011). Ja os
resultados com o mt-Col ndo foram esclarecedores, pois a andlise de MV néao
apresentou suporte para o clado de C. perspicillata e de IB ndo mostrou sinal

filogenético para esclarecer as relacdes intragenéricas das duas espécies.
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Estas analises também se mostraram Uteis na identificacdo das espécies, ja
gue quatro amostras, previamente identificadas como C. perspicillata, na verdade
sao de C. brevicauda. A dificuldade na identificacdo destes taxons se deve ao fato
de serem morfologicamente muito similares, e compartilharem o mesmo
complemento cromossdmico e sistema de determinagao de sexo.

Familia Phyllostomidae, Subfamilia Stenodermatinae

O género Ametrida € monotipico e se distribui desde a Venezuela, Guiana,
Suriname, Guiana Francesa e Trinidad e Tobago, Amazbnia e Mata Atlantica
brasileira, com um individuo encontrado no Canal do Panama (Lee e Dominguez,
2000; Vilar et al., 2015). Neste estudo, o cariotipo de Ametrida centurio foi descrito
pela primeira vez para o Brasil, e mostrou 2n=31 e NF=56 em um macho, similar ao
Unico descrito para a espécie em individuos de Trinidad e Tobago (Baker e Hsu,
1970; Baker, 1979; Tabela 26; Figura 59a). Estes individuos, assim como o aqui
estudado, apresentaram um sistema mdltiplo de determinacdo do sexo do tipo
XXIXY1Y, devido a uma translocacdo entre um autossomo e o cromossomo sexual X
(Kasahara e Dutrillaux, 1983; Tucker, 1986; Tabela 26). A descricdo do cari6tipo de
Ametrida centurio para 0 Amazonas amplia os estudos citogenéticos para a espécie
monstrando sua estabilidade cariotipica.

O género Chiroderma Peters, 1860 possui quatro espécies ocorrendo no
Brasil, Chiroderma doriae, Chiroderma villosum e Chiroderma trinitatum e
Chiroderma vizottoi (Reis et al., 2013e). O caribtipo de Chiroderma trinitatum aqui
estudado foi similar ao descrito para individuos de Trinidad e Tobago, todos com
2n=26, NF=48 (Baker e Hsu, 1970; Tucker e Bickham, 1986; Tabela 26; Figura 59b).
Este cariotipo é também igual aos descritos para C. doriae e C. villosum (Baker,
1970; Baker e Hsu, 1970; Tucker e Bickham, 1986; Morielle e Varella-Garcia, 1988;

Tabela 26). As espécies do género Chiroderma apresentam um sistema de
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determinacdo de sexo do tipo neo-XY, com uma translocacdo entre um par de
autossomos com 0s cromossomos sexuais X e Y (Tucker e Bickham, 1986). As
bandas-CBG foram positivas nas regides pericentroméricas de todos os
Cromossomos autossomicos e no cromossomo sexual X. Somente C. doriae e C.
villosum tiveram os padrdes de distribuicdo da heterocromatina estudados, e séo
similares as encontradas para C. trinitatum mostrando bandas centroméricas em
todos os cromossomos. Os resultados aqui encontrados confirmam a conservacgao
cariotipica do género.

Dermanura era uma subespécie de Artibeus e foi recentemente elevada a
género (Redondo et al., 2008), apresentando quatro espécies no Brasil, Dermanura
anderseni, Dermanura bogotensis, Dermanura cinerea e Dermanura gnoma (Reis et
al., 2013e). Dermanura gnoma foi aqui estudada pela primeira vez. Os individuos de
D. cinerea e D. gnoma do Amazonas, aqui estudados, mostraram 2n=30 e NF=56
em machos e fémeas, similar ao encontrado para estas D. cinerea em Pernambuco
(Souza e Araujo, 1990; Tabela 26; Figura 59a e b), mas diferente do encontrado
para D. cinerea em Trinidad e Tobago, com 2n=30 para fémeas e 2n=31 para
machos, ambos com NF=56 (Baker e Hsu, 1970; Tucker e Bickham, 1986; Tabela
26). Dermanura, da mesma forma que em alguns géneros da subfamilia
Stenodermatinae, apresenta cromossomos sexuais do tipo neo-XY, devido a uma
translocagdo de um autossomo com 0s cromossomos X e Y (Tucker e Bickham,
1986). Nos individuos de Pernambuco e do Amazonas, provavelmente ocorreu este
rearranjo, diferente de D. cinerea de Trinidad e Tobago que apresentou um sistema
multiplo XY1Y,, onde um autossomo sofreu translocacao apenas com o X (Tucker e
Bickham, 1986).

O género Uroderma possui duas espécies, U. magnirostrum e U. bilobatum,

ambas com ampla distribuicdo na regido Neotropical, se extendendo do sul do
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México, até o sul do Peru e Bolivia e sudeste do Brasil (Baker e MacDaniel, 1972;
Baker e Clark, 1987). O individuo aqui estudado de U.bilobatum mostrou um
cariotipo com 2n=42 e NF=50, similar ao encontrado para individuos na América do
Sul, a leste dos Andes, na Coldmbia (Restrepo, Puerto Lépez e Leticia), no
Suriname (Nickerie e Brokopondo), em Trinidad e Tobago (Blanchisseuse e Las
Cuevas), e Brasil, no estado do Para (Baker e Lopez, 1970a; Baker e MacDaniel
1972; Baker, 1979; Honeycutt et al., 1980; Silva et al., 2005; Tabela 26; Figura 62a).
Uroderma magnirostrum possui 2n=36 e NF=62, e U.bilobatum apresenta trés
cariomorfotipos descritos ao longo de sua distribuicdo: (a) 2n=44 e NF=48, ao longo
da costa do Pacifico do México, Guatemala, El salvador, Honduras, (b) 2n=38 e
NF=44, na costa do Atlantico da Guatemala, Honduras e Peninsula Yucatan, no
México, nas duas costas da Nicaragua, Costa Rica e Panama e ao longo do
Pacificona Colédmbia e nordeste do Equador e (c) 2n=42 e NF=50 aqui encontrado, e
também na América do Sul a leste dos Andes, na ilha de Trinidad e Tobago e no
Para (Baker, 1979; Hoffmann et al., 2003; Silva et al., 2005; Tabela 26). Uma zona
de contato entre os cariomorfotipos 2n=38 e 2n =44 foi encontrada na costa pacifica
de Honduras com valores de 2n=39, 40, 41, 42 e 43, em um cline de variacéo
cromossOmica e de isoenzimas (Baker, 1979; Owen e Baker, 2001). Entretanto,
estudos com o mt-Cytb mostraram que, apesar de evidéncias do intercruzamento
entre estes cariomorfotipos nesta area de hibridizacdo, os genomas parentais estédo
isolados, pois essas diferengas cromoss6micas foram fixadas de acordo com
episodios de isolamente geografico, mas se mantém fortes devido aos rearranjos
cromossOémicos, com cada cariomorfotipo se comportando como uma espécie
bioldgica (Hoffmann et al., 2003). O bandeamento-CBG foi um pouco diferente do
encontrado para individuos do Para por ndo apresentar bandas nas regifes

terminais dos pares 1, 2 e no cromossomo X. Esta diferenca pode ser devido a uma
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variacao populacional ou a artefatos da técnica que nao permitiram evidenciar estas
marcacdes. Os dados sugerem a presenca de uma Unica linhagem na América do
Sul, diferente do complexo de espécies encontrado na América Central.

O género Vampyriscus Thomas, 1900 possui trés espécies, duas ocorrendo
no Brasil, Vampyriscus brocki e Vampyriscus bidens, com maior distribuicdo
geografica, encontrada nas Guianas, Colémbia, Peru, norte da Bolivia e na
Amazoénia brasileira (Lee et al., 2001; Peracchi et al., 2011). O cariétipo de V.
bidens, aqui estudado, mostrou 2n=26 e NF=48, similar aos encontrados em Loreto,
no Peru e Brokopondo, no Suriname (Gardner, 1977; Honeycutt et al., 1980; Tabela
26; Figura 62b). Este carittipo € também similar ao das espécies de Chiroderma, o
que corrobora dados de filogenia molecular, que indicam os dois géneros como
grupos-irmaos (Lim et al., 2003). As analises de bandeamento-CBG foram aqui
realizadas pela primeira vez e mostraram, adicionalmente as bandas de
heterocromatina pericentroméricas, os bragos curtos dos cromossomos X totalmente
heterocrométicos.

O género Artibeus ocorre do México até a Argentina e no Brasil ocorrem cinco
espécies, Artibeus concolor, Artibeus fimbriatus, Artibeus lituratus, Artibeus obscurus
e Artibeus planirostris (Marques-Aguiar, 2007; Peracchi et al., 2011; Reis et al.,
2013e). Os caribtipos aqui encontrados para A. lituratus, A. obscurus e A. planirostris
foram similares aos descritos para outros exemplares de outras localidades, e
também entre si, com 2n=30 para fémeas e 2n=31 para machos, ambos com NF=56
(Baker, 1967; Hsu et al., 1968; Yonenaga et al., 1969; Baker e Hsu, 1970; Toledo,
1973; Gardner, 1977; Baker, 1979; Kasahara e Dutrillaux, 1983; Morielle e Varella-
Garcia, 1988; Souza e Araujo, 1987; Souza e Araujo, 1990; Althoff e Sbalqueiro,
1998; Noronha et al., 2001; Santos et al., 2002; Rodrigues et al., 2003; Garcia et al.,

2010; Pinto et al., 2012; Tabela 25 e 26; Figura 67). A diferenca entre os numeros
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diploides de machos e fémeas € devido a uma translocagéo entre um autossomo e o
cromossomo sexual X, dando origem a um sistema de cromossomos sexuais
multiplos do tipo XX/XY.Y, (Kasahara e Dutrillaux, 1983; Tucker, 1986; Noronha et
al., 2001; Rodrigues et al., 2003), porém este rearranjo ocorreu independentemente
do encontrado em Carollia (Tucker, 1986). Os padrées de bandas-CBG das trés
espécies foram um pouco diferentes dos ja descritos. Artibeus planirostris, no
presente estudo, ndo apresentou bandas intersiciais e A. lituratuse e A. obscurus
nao apresentaram bandas terminais adicionais nos 5°, 6° e 7° pares (Kasahara e
Dutrillaux, 1983; Souza e Araujo, 1990; Althoff e Sbhalqueiro, 1998; Rodrigues et al.,
2003; Pinto et al., 2012; Tabela 25). Em A. obscurus o padrdo de bandas-CBG foi
confirmado pela coloracdo com DAPI, como observado em outras espécies de
morcegos (Santos e Souza, 1998; Leite-Silva et al., 2003). Os blocos adicionais de
bandas-CBG nos pares 5, 6 e 7 sdo considerados uma caracteristica compartilhada
por toda a subfamilia Stenodermatinae (Souza e Araujo, 1990; Pinto et al., 2012;
Tabela 25). Estes blocos adicionais também n&o foram observados em A. lituratus e
A. obscurus de Angra dos Reis, no Rio de Janeiro (Garcia et al., 2010). Os autores
sugeriram que estas perdas podem ter ocorrido devido a influéncia da Central
Nuclear Almirante Alvaro Alberto. No caso dos individuos aqui estudados, esta
auséncia pode representar uma variacdo geografica devido a perda destes blocos
adicionais de heterocromatina, ou podem ser apenas um artefato da técnica que néao
permitiu a evidenciacdo destes blocos. As Ag-RONs mostradas para A. lituratus
foram similares as encontradas para outros individuos de outras localidades, com
até seis marcacgdes terminais nos pares 5, 6 e 7, confirmadas pela FISH de ARN
ribossémico (Garcia et al., 2010; Santos et al., 2002; Tabela 25), com uma variagdo
também observada nos individuos aqui estudados. Em A. planirostris foram

observados somente dois pares marcados. Esta variacdo, possivelmente se da pela
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variacdo no numero de sitios ribossémicos ativos como observado em Dermanura
cinerea, outra espécie de Stenodermatinae (Santos et al., 2002).

Os resultados aqui obtidos para as trés espécies de Artibeus estudadas
confirmam a similaridade na macroestrutura cariotipica, com o mesmo tipo de
cromossomos sexuais, além de confirmarem as diferencas nos padrbes de
bandeamento CBG e do numero e localizagdo das Ag-RONs entre estas espécies
permitindo a individualizacdo e diferenciacdo de cada espécie deste género e
funcionando como marcadores cromossdmicos para o grupo (Santos et al., 2002;
Pinto et al., 2012).

As andlises filogenéticas do género Artibeus com mt-Cytb (MV e IB) e as
analise de MV com o mt-Col, aqui realizadas, foram similares em confirmarem o
monofiletismo do género, com baixo valor de suporte. As espécies estudadas A.
planirostris, A. obscurus, A. lituratus e A. fimbriatus, também foram monofiléticas
com altos valores de suporte, exceto na analise de MV com o mt-Col, onde A.
planirostris ndo teve suporte (Figuras 67-71). Neste estudo, ndo foram incluidas
amostras de todas as espécies de Artibeus, pois algumas nao apresentavam
sequéncias completas para os dois genes estudados. As relacdes interespecificas
das espécies estudadas corroboraram a maioria dos estudos morfologicos e
moleculares com marcadores mitocondriais e nucleares (Marques-Aguiar, 1994; Lim
et al., 2004; Redondo et al., 2008). Em todas as andlises realizadas no presente
trabalho foram observados dois clados em A. obscurus, um contendo amostras do
nordeste, sul e sudeste do Brasil e o outro contendo amostras da Amazénia e do
Pantanal, o mesmo padrdo observado anteriormente em um estudo com mt-Cytb
mostrando uma clara divisdo leste/oeste na América do Sul pelo “cinturdo diagonal

seco” do Cerrado (Ferreira et al., 2013).
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Familia Mormoopidae

Das sete espécies do género Pteronotus Gray, 1838, quatro espécies
ocorrem no Brasil, Pteronotus gymnonotus, Pteronotus parnelli e Pteronotus
personatus, apresentando ampla distribuicdo geografica (Simmon, 2005; Zanon e
Reis, 2007). Neste trabalho foi descrito pela primeira vez o cariotipo de Pteronotus
parnellii para o Brasil, com 2n=38 e NF=60, semelhante ao descrito para espécimes
de México (Sonora, Sinaloa, Guerrero e Chiapas), Porto Rico e Trinidad e Tobago
(Hsu et al., 1968; Baker, 1967; Baker e Lopez, 1970b; Sites et al., 1981; Tabela 30;
Figura 77c), confirmando a estabilidade cariotipica do género e da familia.
Entretanto, o exemplar do Amazonas, aqui estudado, apresentou as Ag-RONs nas
regibes teloméricas de dois pares de cromossomos acrocéntricos, enquanto outros
autores encontraram as Ag-RONSs localizadas na regido centromérica de trés pares
de cromossomos acrocéntricos (Sites et al., 1981). Esta diferenca pode ser resultado
de uma variacdo na atividade dos sitios ribossbmicos como ja observado para outras
espécies de quirépteros (Santos et al., 2002).

Familia Noctilionidae

Noctilio Linnaeus, 1766 € o Unico género da familia e possui duas espécies,
Noctilio albiventris e Noctilio leporinus, que sdo simpatricas e ocorrem no Brasil
(Gardner, 2008b; Reis et al., 2007c).

Os exemplares de Noctilio albiventris do Amazonase de Roraima, aqui
estudados, mostraram 2n=34 e NF=62, similar ao encontrado para individuos da
Colémbia (Leticia), Honduras (Nacaome) e Brasil, nos estados de Séo Paulo e Mato
Grosso (Bardo de Melgaco; Baker e Jordan, 1970; Patton e Baker, 1978; Hood e
Pitocchelli, 1983; Varella-Garcia et al., 1989; Vilamiu et al., 2010; Tabela 31; Figura
77a). O cromossomo X nos exemplares aqui estudados € um metacéntrico médio

similar ao encontrado em N. albiventris minor da Colémbia (Baker e Jordan, 1970;
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Hood e Pitocchelli, 1983), mas diferente do X submetacéntrico encontrado em N.
albiventris minor de Honduras e N. albiventris cabrerai do Brasil (Patton e Baker,
1978; Varella-Garcia et al., 1989; Vilamiu et al., 2010; Tabela 31). Esta diferenca
provavelmente é resultado de uma inversdo pericéntrica ou delecdo ou adicdo de
heterocromatina (Vilamiu et al., 2010). O cromossomo Y € um acrocéntrico pequeno,
similar ao de todos os individuos estudados até o momento.

Os padrdes de distribuicdo da heterocromatina constitutiva nos exemplares
agui estudados mostraram semelhancas com exemplares de N. albiventris cabrerai
do Mato Grosso, com bandas pericentroméricas em todos os cromossomos, bandas
no brago longo do cromossomo X e bandas mais conspicuas nos pares 13, 15 e 16
(Vilamiu et al., 2010). Esse padrao difere do encontrado em N. albiventris minor de
Honduras com bandas-CBG pericentroméricas em todos 0S cromossomos, exceto
em um pequeno par que apresentou o braco curto totalmente heterocromatico
(Patton e Baker, 1978; Vilamiu et al.,, 2010). A localizacdo das Ag-RONSs, aqui
estudadas, foi a mesma ja descrita para individuos de N. a. cabrerai do Mato Grosso
e do nordeste de Sdo Paulo (Varella-Garcia et al., 1989; Villamiu et al., 2010), sendo
estas regifes coincidentes com as constricdes secundarias. As regides intersticiais
hibridadas com a técnica de FISH telomérica coincidem com as regifes de bandas-
CBG mais conspicuas e com as constricbes secundarias. Desta forma, o cari6tipo de
N. albiventris aqui estudado é similar ao encontrado para N. albiventris (Baker e
Jordan, 1970; Patton e Baker, 1978; Varella-Garcia, 1988; Vilamiu et al., 2010),
enquanto a morfologia do cromossomo X é similar a encontrada para a subespécie
N. a. affinis da Colémbia (Baker e Jordan, 1970), e o padrdo de bandeamento CBG
e 0 numero e a localizagdo das Ag-RONs sédo similares ao encontrado em N. a.
cabrerai do Mato Grosso (Vilamiu et al.,, 2010). Estes resultados confirmam a

variacdo citogenética entre as populagdes de N. albiventris. Outros estudos com
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marcadores mitocondriais e nucleares recentes indicam que esta espécie pode ser
um complexo de espécies (Pavan et al., 2013).

No presente estudo, Noctilio leporinus apresentou 2n=34 e NF=62, similar ao
descrito para espécimes do Suriname (Baker et al., 1982), mas diferente do
encontrado para individuos do México (Chiapas), Trinidad e Tobago (Blanchisseuse)
e do Brasil, nos estados de Sado Paulo (Sdo José do Rio Preto e Anhembi) e
Pernambuco (Yonenaga et al., 1969; Baker, 1970; Toledo, 1973; Baker et al., 1982;
Varella-Garcia et al., 1989; Tabela 31; Figura 77b). Esta diferenca no NF pode ser
devido ao grau de condensacao dos cromossomos que dificulta a sua identificacdo
morfologica, como foi observado em N. albiventris da Colémbia, que inicialmente foi
descrito com NF=58 e posteriormente corrigido para 62 (Hood e Pitochelli, 1983). Os
cari6tipos das duas espécies, aqui encontrados, com bandeamento-CBG,
marcacgdes de Ag-RONs e FISH telomérica mostraram os mesmos padrdes. Estes
resultados confirmam a complexidade do grupo, pois embora as duas espécies
sejam morfologicamente distintas, dados cariolégicos e moleculares encontrados até
o momento nao definem seus limites especificos (Pavan et al., 2013; Khan et al.,
2014).

Familia Molossidae

O género Eumops Miller, 1906 possui 11 espécies com nove ocorrendo no
Brasil, Eumops maurus, Eumops hansae, Eumops bonariensis, Eumops
patagonicus, Eumops perotis, Eumops trumbulii, Eumops auripendulus, Eumops
delticus e Eumops glaucinus (Eger, 2007; Ramos et al., 2013).

Este género apresenta variacdo cariotipica inter e intraespécifica, com
nameros diploides variando de 38 a 48 e numeros fundamentais de 54 a 64 (Baker,
1970; Toledo, 1973; Warner et al., 1974; Morielle-Versuteet al., 1988; Morielle-

Versute et al., 1996; Finato et al., 2000; Tabela 32). No presente trabalho, o cariétipo
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de Eumops hansae mostrou 2n=48 e NF=58, diferente do descrito para uma fémea
de Eumops sp. de Itatinga, no estado de S&o Paulo, com 2n=48 e NF=56 (Toledo,
1973; Figura 82b), posteriormente considerado o cariotipo de E. hansae (Varella-
Garcia et al., 1989). Essa diferenca pode significar que estes cariotipos pertencem a
espécies diferentes, ou seja, Eumops sp. com o cariotipo 2n=48 e NF=56 (Toledo,
1973) pode néo ser E. hansae, podendo representar uma variacéo interespecifica,
ou sdo resultados de interpretagOes distintas sobre a morfologia de um par de
pequenos cromossomos.

O cariotipo de Eumops perotis aqui analisado mostrou 2n=48 e NF=58, similar
ao encontrado em individuos de S&o Paulo (Morielle-Versute et al., 1996), mas
diferente do 2n=48 e NF=54 de individuos de Itaguai, no estado do Rio de Janeiro
(Toledo, 1973), e 2n=48 e NF=56 para individuos de Sonora, no México (Baker,
1970; Warner et al.,, 1974; Tabela 32; Figura 82c). Variacdo cromossdmica
intraespecifica nos valores de 2n ja foi observada em outras espécies do género,
como E. glaucinus com 2n=40 e NF=64 em individuos de Sao Paulo e 2n=38 e
NF=64 em individuos da Costa Rica e Honduras (Varella-Garcia et al., 1989; Warner
et al., 1974; Moratelli e Morielle-Versute, 2007). Variacdo no NF também foi
encontrada em E. auripendulus com 2n=42 e NF=60 no Rio de Janeiro, e 2n=42 e
NF= 62 em Trinidad e Tobago (Toledo, 1973; Warner et al., 1974; Tabela 32).

As analises das sequéncias teloméricas, através da FISH em E. hansae,
mostraram sinais somente nas regifes terminais de todos 0S Cromossomos
autossdmicos e dos cromossomos sexuais X e Y. Estudos com FISH utilizando
sondas teloméricas em E. glaucinus e E. perotis mostram sinais positivos de
hibridag&o nas regides centroméricas e pericentroméricas em alguns cromossomos
de um e/ou dois bragos, além dos sinais teloméricos (Finato et al., 2000). Alguns

destes sinais sdo bandas-CBG positivos indicando que as sequéncias telomeéricas,
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nestas espécies, fazem parte da heterocromatina, o que foi encontrado por alguns
autores em outros grupos (Meyne et al., 1990; Ono e Yoshida, 1997; Go et al., 2000)
e que estes sinais sdo remanescentes de rearranjos Robertsonianos do tipo fuséo
ocorridos durante a evolugéo entre E. glaucinus e E. perotis (Finato et al., 2000). No
individuo de E. hansae, aqui analisado com FISH, este tipo de sinal néo foi
observado, o que pode indicar diferencas na constituicdo das bandas-CBG e perda
destas regibes na evolucdo desta espécie. Os resultados aqui encontrados
confirmam que as espécies do género Eumops evoluiram por rearranjos do tipo
fusOes/fissdes Robertsonianas e inversdes pericéntricas e apresentam polimorfismos
guanto ao complemento cromossomico.

O género Cynomops Thomas, 1920 possui cinco espécies que eram
tradicionalmente incluidas em Molossops, Cynomops milleri, Cynomops abrasus,
Cynomops greenhalli, Cynomops paranus, Cynomops planirostris e todas ocorrem
no Brasil (Eger, 2007; Peracchi et al., 2011). Os cariotipos de C. abrasus, C.
greenhalli e C. planirostris foram descritos, todos com 2n=34 e NF=60 e 64 (Baker,
1970; Warner et al., 1974; Morielle-Versute et al., 1996; Leite-Silva et al., 2003,
Tabela 32; Figura 82a). O caridtipo de C. planirostris aqui descrito também mostrou
2n=34 e NF=60, similar aos descritos anteriormente para individuos de Rio Formoso,
Agua Preta, ltamaracad e Camaragibe, em Pernambuco (Leite-Silva et al., 2003;
Tabela 32). O bandeamento-CBG nesta espécie apresentou poucas regides
heterocromaticas, com blocos apenas nos centrébmeros dos 4°, 5°, 13°, 15° e 16°
pares e nos bracos curtos dos cromossomos X, e 0 Y totalmente heterocromatico.
Este padrdo foi diferente do encontrado em individuos de Pernambuco, com
heterocromatina apenas nos centromeros dos cromossomos 4, 5 e 8, os pares 15 e
16 e o braco curto do X totalmente heterocromaticos, e 0 Y sem heterocromatina

(Leite-Silva et al., 2003). Esse padréao € pouco comum em mamiferos, e diferente do
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encontrado em Cynomops abrasus com blocos de heterocromatina centromérica em
todos os cromossomos (Morielle-Versute et al., 1996). A FISH telomérica em C.
planirostris revelou somente sinais terminais, também diferente do encontrado em C.
abrasus, com sinais teloméricos em cromossomos subtelocéntricos, coincidentes
com as Ag-RONs. Os resultados cariotipicos aqui encontrados em C. planirostris
confirmam a conservagdo na macroestrutura cariotipica da espécie e do género e
que as variagbes na distribuicAo da heterocromatina constitutiva e o padréo de
localizacdo das sequéncias teloméricas podem ser usados para definir cariotipos
espécie-especificos (Leite-Silva et al.2003).

O género Molossus E. Geoffroy, 1805 se distribui do sul do México até o norte
da Argentina e do Uruguai e possui oito espécies, sendo M. molossus e Molossus
rufus duas das seis espécies que ocorrem no Brasil (Simmons, 2005; Eger, 2007,
Fabian e Gregorin, 2013). Molossus molossus e M. rufus apresentam cariotipos com
2n=48 e numeros fundamentais variando de 56 a 64 (Baker e Lopez, 1970b; Warner
et al., 1974; Varella-Garcia et al., 1989; Morielle-Versute et al., 1996; Leite-Silva et
al., 2003; Tabela 32; Figura 82d). O cariétipo de M. molossus aqui analisado com
2n=48 e NF=64, é similar ao encontrado em individuos do estado de S&o Paulo
(Morielle-Versute et al., 1996) e Rio Formoso, Agua Preta, Itamarac& e Camaragibe,
em Pernambuco (Leite-Silva et al., 2003), mas difere no numero fundamental do
cariétipo com 2n=48 e NF=56 reportado para espécimes de Porto Rico (Baker e
Lopez, 1970b) e do caridtipo com 2n=48 e NF=58 encontrado em individuos de
Trinidad e Tobago, Colémbia, Porto Rico, Peru, Nicaragua (Warner et al., 1974) e
Brasil, no estado do Rio Grande do Sul (Varella-Garcia et al., 1989; Tabela 32).
Alguns autores sugerem que a dificuldade na determinacdo da morfologia dos
menores pares cromossOmicos, devido a diferentes graus de condensacao, tenha

levado a essas diferencas no NF (Morielle-Versute et al., 1996). As bandas-CBG e a
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localizagdo das Ag-RONs sdo similares as encontradas anteriormente para
individuso de Sao Paulo e Pernambuco (Morielle-Versute et al., 1996; Leite-Silva et
al., 2003). Caso essa diferenca seja mesmo devido a diferencas de interpretacdo de
diferentes autores, os resultados aqui encontrados para M. molossus indicam uma
estabilidade cariotipica para o género e para a espécie.

Familia Vespertilionidae

O género Myotis possui a maior distribuicdo e o maior nimero de espécies
dentro dos morcegos, com mais de 100 espécies descritas, e nove ocorrendo no
Brasil, Myotis albescens, Myotis dinelli, Myotis levis, Myotis nigricans, Myotis riparius,
Myotis simus, Myotis ruber, Myotis izecksohni e Myotis lavali (Simmons, 2005;
Rossaneis et al.,, 2013; Wilson, 2007). Somente M. izecksohni e M. lavali ndo
possuem caribtipos descritos, todas as demais possuem caridtipos com 2n=44 e
NF=50 (Baker e Jordan, 1970a; Toledo, 1973; Bickham, 1979; Baker e Bickham,
1980; Varella-Garcia et al., 1989; Tiranti, 1996; Moratelli, 2003).

No presente trabalho, os cariétipos de Myotis albescens, M. riparius e Myotis
sp., coletados na mesma localidade em Barcelos (margem direitado Rio Araca,
Igarapé Jauari, Colocacdo Ucuqui), mostraram 2n=44 e NF=52, com cinco pares de
cromossomos meta-submetacéntricos, trés pares grandes, um par pequeno e 0
menor par de autossomos, além de 17 pares de acrocéntricos. Estes cariotipos séao
diferentes do cariétipo com 2n=44 e NF=50 encontrado em individuos de M.
albescens de Huanaco, no Peru (Bickham et al., 1986) e M. riparius de Leticia, na
Colébmbia (Baker e Jordan, 1970; Tabela 33; Figura 86). Esta diferenca ocorre
provavelmente, devido ao ultimo par de autossomos ser um acrocéntrico nos
individuos estudados anteriormente e mostrar dois bragcos nos individuos aqui
estudados. Algumas espécies da Ameérica do Norte mostraram este ultimo par

metacéntrico e foi sugerido que poderia haver uma relacdo evolutiva com este
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carater, entretanto esta hipétese nao foi confirmada (Bickham et al., 1986). Desta
forma, como o cromossomo em questdo é muito pequeno, nos primeiros estudos
realizados a morfologia pode nédo ter ficado clara ou, este cromossomo, por
apresentar diferencas na quantidade de heterocromatina no braco curto, nao foi
considerado na contagem do numero fundamental por alguns autores (Volleth e
Heller, 2012). Outras diferencas cariotipicas neste género sdo observadas em
relacdo ao tamanho e forma do cromossomo sexual Y e as regifes organizadoras de
nucléolos, com variacdo de namero, localizacao e atividade. Em alguns casos, essas
diferencas sdo importantes na elucidacdo das relacdes filogenéticas do grupo
(Bickham, 1979; Bickham et al., 1986; Volleth e Heller, 2012).

Estes resultados corroboram os resultados encontrados para a espécie e
género, com mais de 40 espécies estudadas e a todas apresentando 2n=44 e
NF=50, 52, exceto M. annectans com 2n=46 e NF=54 (Baker e Patton, 1967;
Bickham, 1979; Baker et al., 1982; Bickham et al., 1986; Tiranti, 1996; Bickham et
al., 2004; Asan et al., 2011) Alguns autores relatam a presenca de um pequeno
braco no 5° par cromossémico (maior par de acrocéntricos; Bickham et al., 1986;
Volleth e Heller, 2012), entretanto, como no presente trabalho ndo foi possivel
realizar andlises de bandeamentos cromossdmicos, a confirmacdo ou ndo da
existéncia de um pequeno bragco heterocromatico no ultimo par cromossémico e a

presenca deste pequeno braco no 5° par ndo pbde ser confirmada.
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4  CONCLUSOES

Os resultados obtidos no levantamento bibliografico das espécies mais
infectadas pelas zoonoses no Brasil mostraram que a maioria das familias de
quirépteros apresenta envolvimento com muitas zoonoses causadas por varios
agentes etiolégicos, porém estes estudos sdo ainda escassos, cobrindo areas
isoladas e com baixa amostragem de espécimes. A maioria das espécies detectadas
pertence a familia Phyllostomidae, provavelmente por possuir o maior nimero de
espécies no pais e as mais abundantes, além de ser a mais amostrada pelo método
de coleta de morcegos mais utilizado atualmente;

Os dados cariologicos e filogeograficos de Cormura brevirostris sugerem a
presenca de mais de uma linhagem evolutiva na América do Sul, mostrando trés
cariomorfotipos (um descrito neste trabalho), e profundas linhagens mitocondriais
intraespecificas. Entretanto, sdo necessarios mais estudos da morfologia do cranio e
analises com outros marcadores genéticos, ambos com maior nimero de espécimes
analisadosa fim de esclarecer o estatus taxonémico destes cariomorfotipos;

A existéncia de seis cariomorfotipos para Rhinophylla pumilio, sendo um descrito
no presente trabalho, confirmam a variacao cariotipica da espécie. As andlises com
os dois marcadores mitocondriais mostraram-se inadequadas para esclarecer a
grande variagdo nos cariotipos. Fatores como pequena area de vida, baixa
autonomia de vbOo e estrutura social formando pequenos grupos, podem estar
influenciando a alta taxa de evolucdo cromossdmica da espécie, aparentemente
maior do que a evolucao dos marcadores estudados;

Os estudos cariologicos em 35 espécies em varias localidades da Amazonia
brasileira, e sua comparacdo com 0s cariotipos ja descritos para outras localidades

ampliaram o conhecimento citogenético de quirdpteros, ndo apenas para a regiao
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Amazobnica, que apresentava poucos estudos nesta area, mas em alguns casos,
também para o Brasil. Estes estudos corroboram estudos anteriores, mostrando que
em quirépteros existem dois padrbes, um com taxons que apresentam pouca
variacao cariotipica, e outro com taxons que apresentam alta taxa de evolugéo
cromossOmica. Esta ampliagdo dos estudos permitiu a descricdo de um novo
caridtipo para o género Saccopteryx, que nunca havia sido estudado no Brasil;

Dos trés géneros analisados com marcadores citogenéticos e mitocondriais,
Artibeus e Carollia mostraram resultados similares aos descritos na literatura,
mesmo com o0 maior tamanho amostral aqui utilizado. As andalises com o género
Phyllostomus permitiram identificar duas linhagens evolutivas simpatricas em

espécimes de P. discolor do nordeste do Brasil.
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ARTIGOS

noa

Resumo: Os quirdpteros apresentam caracteristicas gue contribuem para um eficiente papel
nas diversas zoonoses. Neste trabalho & mostrado o envolvimento dos morcegos no ciclo
de algumas das mais importantes zoonoses do Brasil e sua atuagdo como hospedeiro efou
vetor destas doencgas. Este trabalho se baseou em pesquisa via internet de bases de dados,
nacionais e internacionais, utilizando as palavras-chave Chiroptera, bats e Brazil combinadas
com os nomes das zoonoses e dos agentes etioldgicos. Quarenta espécies de Emballonuridae,
Molossidae, Mormoopidae, Noctilionidae, Phyllostomidae, Thyropteridae e Vespertilionidae
estdo envolvidas em zoonoses causadas por protozoarios, principalmente a doenca de Chagas
e as leishmanioses. Nas zoonoses causadas por virus, sendo a raiva a mais importante, 43
espécies de Phyllostomidae, Molossidae e Vespertilionidae foram reportadas. Nas zoonoses
causadas por bactérias, 13 espécies de Phyllostomidae, Molossidae e Vespertilionidae
estio envolvidas, sendo Rickettsia ricketsii, causadora da febre maculosa, encontrada em 10
espécies. Dez espécies de Phyllostomidae e Molossidae apresentaram registros de infecc3o por
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8 APENDICE Ill. LISTA DOS ESPECIMES UTILIZADOS NAS ANALISES

CITOGENETICAS (K), FILOGENETICAS (P), E MORFOLOGICAS (M).

BRAZIL, estado do Amazonas, Barcelos, (1) Centro da cidade (Saccopteryx sp. F: CRB2464-
MN69196%, Carollia perspicillata F: CRB1773", CRB1776P, CRB1777"); (2) km 10 da estrada
Barcelos-Caurés, sitio do Francisco (Carollia perspicillata F: CRB2854°, CRB2879",
M:CRB2853%, CRB2856°, CRB2868"", CRB2856*, CRB2880°, CRB2887", CRB2890P, Artibeus
obscurus M: CRB2865%, CRB2866, Artibeus planirostris F:CRB1468-MN51731%", CRB1469-
MN51713, CRB2875°, M: CRB2872"); (3) km 20 da estrada Barcelos-Caurés, sitio Nova vida
(Rhinophylla pumilio M: CRB2684-MN69379%, Phyllostomus elongatus F: CRB2638-
MN69278%, CRB2683-MN69378%, CRB2690°); Barcelos (4) margem esquerda do rio Padauari,
lgarapé Japomeri (Artibeus obscurus M: CRB2546-MN69269°, CRB2637- MN69335P,
CRB2643-MN69341°, CRB2653-MN69351%°, CRB2212-MN69426°, CRB2645-MN69343",
CRB2652-MN69350*°, CRB2525-MN69250°,F: CRB2524-MN69249°, CRB2661-MN69359°,
Cormura brevirostrisM: CRB2511-MN69237*"™  Carollia perspicillata M: CRB2559-
MN69277°,Rhinophylla pumilio M: CRB2565-MN69283"", CRB2196-MN69424*°, F: CRB2656-
MN69354°, CRB2658-MN693556°, CRB2662-MN69360°, CRB2671-MN69369°, Saccopteryx
bilineataF: CRB2515-MN6924%, Saccopteryx leptura M: CRB2648-MN69346%, Phyllostomus
hastatus F: CRB2207°, CRB2041-MN69083"; Phyllostomus elongatus F: CRB2638-
MN69336°, CRB2560-MN69278P), (5) Rio Curuduri, Igarapé Curudurizinho (Saccopteryx
bilineata M: CRB1784%); (6) Rio Araca, lgarapé Jauari, colocacdo Trés Barracas (Mimon
crenulatum F: CRB2430-MN69178%, Trachops cirrhosus F: CRB2428-MN69176%,
Chiroderma trinitatum F: CRB2427-MN69175%, Eumops hansae M: CRB2410-MN69161,
Eumops perotis F: CRB2411-MN69162%); (7) margem esquerda do rio Araca, lago do Igarapé
do Paula (Phylloderma stenops F: CRB2607-MN69307%, Trachops cirrhosus F:CRB2620-
MN69320%, Artibeus lituratus CRB2606-MN69306"°, Noctilio albiventris F: CRB2610-
MN69310%, M: CRB2618-MN69318*, CRB2621-MN69446, Noctilio leporinus F: CRB2595-
MN69295%, CRB2601-MN69301%, CRB2613-MN69313%, M: CRB2605-MN69305%, CRB2608-
MN69308%, CRB2609-MN69309%, CRB2617-MN69317); (8a) Rio Araca m.d., Ig. Jauari, Ucuqui
(Desmodus rotundus M: CRB2106-MN69401%, Phyllostomus hastatus M: CRB2038-
MN69080*°, CRB2039-MN69081°, CRB2122-MN69454°, Carollia perspicillata M: CRB2119¥,
CRB2130-MN69456°, CRB2149-MN69460*, CRB2150-MN69461%, F: CRB2127-MN69455*,
CRB2153-MN69463%, CRB2158-MN69467¢, CRB2854%, Rhinophylla pumilio M: CRB2121%°, F:
CRB2129-MN69409"°, Ametrida centurio M: CRB2145-MN69459%, Artibeus obscurus M:
CRB2616-MN69316", CR82032-MN69074kp, Dermanura cinérea F: CRBZlO?-MN69403k,
CRB2120-MN69257%, CRB2128-MN69408*, Molossus molossus, F: CRB2028-MN69070,
CRB2031-MN69073%, M: CRB2030-MN69072%, Myotis albescens F: CRB2114-MN69404,
CRB2115-MN69405¢, CRB2116-MN69406, Myotis riparius F: CRB2151-MN69410%, Myotis sp.
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M: CRB2118-MN69407%); (8b) margem direita rio Araca, lgarapé Limao, Igarapé Bigorna
(Phyllostomus hastatus M: CRB1797°, Artibeus obscurus M: CRB2018-MN69063°, F:
CRB2020-MN69337*°, I: CRB2023-MN69066P); Santa Isabel do Rio Negro; (9) Rio Preto,
margem esquerda do Igarapé Malalaha, Igarapé Aradjo (Phyllostomus elongatus F: CRB2173-
MN69269"°, CRB2052-MN69093°, Carollia perspicillata M: CRB2061-MN69097°, CRB2160-
MN69468%, CRB2174-MN69469%, CRB2179-MN69470%, Dermanura gnoma M: CRB2060-
MN69096%, CRB2180-MN69277%, CRB2187-MN69420%, Pteronotus parnelli M: CRB2172%); (10)
Rio Preto, margem esquerda do Igarapé Malalaha, Igarapé Coata, Carollia brevicauda M:
CRB2474-MN69203*?, CRB2016-MN69061*°, CRB2492-MN69219"°, CRB2545-MN69268",
Rhynchonycteris naso M: CRB2469-MN69199%, CRB2473-MN69202%, Phyllostomus discolor
M: CRB2475-MN69204%); estado de Roraima (11) Caracarai, Parque Nacional do Virua, Serra do
Preto (Phylostomus hastatus F: JAO1942-MN70282*°, Carollia perspicillata F: JAO1937-
MN70277%, Artibeus lituratus M: JAO1932-MN70272%, Vampyriscus bidens F: JAO1988-
MN70328%, Noctilio albiventris F: JAO1931-MN70271% JAO1946-MN70286%, M: JAO2299-
MN70631%, Cynomops planirostris M: JAO1936-MN70276%, JAO1947-MN70287%, F: JAO1948-
MN70288%, Molossus molossus M: JAO1949-MN70289%); estado do Para (12) Abaetetuba
(Carollia perspicillata LBCE11826*°) (13) Itupiranga, Prog. Assentamento Benfica | (Desmodus
rotundus F: LBCE6728%, Carollia perspicillata F: LBCE6730", LBCE6731%, LBCE6727",
LBCE6725*°, LBCE6724", Phyllostomus hastatus, LBCE6726P); Tocantins (14) Axixa
(Phyllostomus hastatus LBCE13107°, LBCE13105, LBCE13106"), Paraiba, (15) Araruna
(Phyllostomus discolor KS206°, KS205P, Artibeus planirostris |: EG556-UFPB4789"); (16)
Areia, Reserva Ecologica Mata do Pau Ferro (Phyllostomus discolor I: AL3837°,Carollia
perspicillata I: AL3839°-UFPB3859); (17) Jodo Pessoa (Phyllostomus discolorl: KS153P,
Artibeus planirostris I: KS154-UFPB5446P), Pernambuco (18)Mataraca (Artibeus planirostris
I: FO041-UFPB4324°, FO048-UFPB4315°, FO045-UFPB4326"); (19) Brejo Madre de Deus
(Artibeus lituratus |I: EG217-UFPB4428°, Artibeus fimbriatus |: EG224-UFPB4440°, EG216-
UFPB4430P, Carollia perspicillata I: EG232-UFPB4334P), (20) Bezerros (Artibeus lituratus I
EG161°, EG169-UFPB3992°, EG177-UFPB4028°, Artibeus fimbriatus EG162-UFPB3995°,
Artibeus palnirostris I: E180-UFPB3998, Carollia perspicillata I: EG181-UFPB4017°, EG182-
UFPB3999°, EG194-UFPB4000°, EG195-UFPB4009P), (21) Ipojuca (Phyllostomus hastatusl:
TL29°, Phyllostomus discolor I: TL30P), (22) Aldeia (Phyllostomus discolor, KS05); (23)
Goiana (Artibeus planirostris |I: AL3896P); Bahia (24) Cocos (Carollia perspicillata M:
CRB1623°, CRB1629"); Goias, (25) Cavalcante (Carollia perspicillata CRB914-MN46465°,
CRB915-MN46466°, CRB916-MN46467°); Rio de Janeiro (26) Petropolis, Itaipava (Carollia
perspicillata F: LBCE13175*", M: LBCE13182); S&o Paulo (27) Pedreira (Carollia
perspicillata F: CRB805-MN43044°, CRB808-MN43045P).
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