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RESUMO
Morcegos filostomideos se destacam por sua variacdo ecologica, morfolégica e
cromossbmica (2n = 14 a 46). O género Tonatia compreende duas espécies, T.
saurophila e T. bidens. Do ponto de vista genético, T. saurophila (2n = 16 e NF = 20
/ 22) possui mais dados disponiveis, contudo, a definicdo do niumero diploide para T.
bidens ainda é incerta (2n = 16 / 26 e NF = 20/ 38). O objetivo desse estudo foi, com
base na combinagcdo de dados citogenéticos e de genoma mitocondrial, avaliar as
variagbes cariotipicas e as relacdes intraespecificas de T. bidens em diferentes
localidades, bem como estimar o0 status taxonémico em comparacdo a outros
filostomideos proximamente relacionados. Analises de citogenética classica e ZOO-
FISH, utilizando sondas cromossomo-especificas de Macrotus californicus, foram
realizadas em metafases mitéticas de um espécime macho morfologicamente
identificado como T. bidens coletado na Paraiba. O sequenciamento shotgun foi
realizado na plataforma Illumina NextSeq 500. Integramos sequéncias mitocondriais
(cyt-b e cox1l) em andlises filogenéticas de maximun likelihood (ML) no programa
MEGA X. Os resultados mostraram um cariétipo com 2n = 25,XY / NF = 38 e RONs
no par 12g. A ZOO-FISH revelou homologias compartilhadas entre as duas espécies
irmas e entre outros filostomideos. Uma translocacdo Robertsoniana em
heterozigose foi evidenciada, rob(2;3). O mitogenoma obtido com 16.717 pb tem
todos os 37 genes comuns em mitogenoma animal. Na filogenia obtida a partir de
dados do barcode (cox1l) recuperou-se uma relagdo bem suportada entre os
representantes de T. bidens com 2n = 26 e 25 (Mato Grosso e Paraiba). A
reconstrucao filogenética com sequéncias do cyt-b recuperou um grupo monofilético
fortemente suportado formado por T. saurophila e T. bidens de diferentes
localidades. As distancias genéticas para o cyt-b entre T. bidens mostraram que
espécimes do Paraguai e Sdo Paulo sdo mais proximamente relacionados do que
qualquer um desses ao individuo do nordeste brasileiro. A partir de nossos dados
podemos concluir que T. bidens apresenta um caridtipo variavel com 2n = 26 / 25,
indicando que rearranjos cromossOmicos estdo envolvidos na remodelacdo da
arquitetura cromossdmica da espécie, além de valores intraespecificos de

estruturacdo genética elevados entre espécimes do nordeste e sudeste do Brasil.

Palavras-chave: Morcego. Tonatia. Evolu¢gdo cromossdémica. Mitogenoma.



ABSTRACT
Phyllostomid bats stand out for their ecological, morphological and chromosomal
variation (2n = 14 to 46). The genus Tonatia includes two species, T. saurophila and
T. bidens. From a genetic standpoint, T. saurophila (2n = 16 and FN = 20 / 22) has
more data available, however, the definition of diploid number for T. bidens is still
uncertain (2n = 16 / 26 and FN = 20 / 38). This study aimed, through cytogenetics
and mitochondrial genome data combination, to evaluate the karyotypic variations
and intraspecific relations of T. bidens from different localities, as well as to estimate
the taxonomic status and perform a comparative analysis with other closely related
phyllostomids. Analyses of classic cytogenetics and ZOO-FISH, using chromosome-
specific probes from Macrotus californicus, were performed on mitotic metaphases
obtained from one male specimen morphologically identified as T. bidens and
sampled from Paraiba State. Shotgun sequencing was conducted on an lllumina
NextSeq 500 platform. We integrated mitochondrial sequences (cyt-b and cox1) in
Maximum Likelihood (ML) phylogenetic reconstruction using MEGA X software. The
results showed a karyotype with 2n = 25,XY / FN = 38 and NORs on pair 12q. ZOO-
FISH revealed homologies shared between the two sister-species and other
phyllostomids. A heterozygous Robertsonian translocation was found, rob(2;3). The
mitogenome obtained with 16.717 bp has all 37 genes common in animal
mitogenomes. The phylogeny using barcode data (cox1) recovered a well-supported
relationship between the representatives of T. bidens with 2n = 26 and 25 (Mato
Grosso and Paraiba). Phylogenetic reconstruction with cyt-b sequences recovered a
strongly supported monophyletic group formed by T. saurophila and T. bidens from
different locations. Genetic distances for cyt-b between T. bidens showed specimens
from Paraguay and S&o Paulo are more closely-related than any of these specimens
to that from northeastern Brazil. From our data, we can conclude that T. bidens
presents a variable karyotype with 2n = 26 / 25, indicating that chromosome
rearrangements are involved in remodeling the chromosomal architecture of the
specie and additionally that there are high intraspecific values of genetic structuring

between specimens from northeast and southeast of Brazil.

Keywords: Bat. Tonatia. Chromosomal evolution. Mitogenome.
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16
1 INTRODUCAO

A ordem Chiroptera apresenta ampla variabilidade ecoldgica e morfologica,
associadas as multiplas adaptacdes alimentares das espécies. No grupo, a familia
Phyllostomidae, amplamente distribuida nas Américas, se destaca por apresentar
uma rapida diversificagdo e extrema variagdo morfolégica e ecoldgica associadas
a altas taxas de mudancas cromossomicas.

Dados cromossémicos sdo importantes para a sistematica e taxonomia,
embora, raramente sdo incluidos na diagnose de novas espécies ou em estudos
sisteméticos que empregam marcadores moleculares. A utilizacdo de forma
integrada de diferentes tipos de dados facilita as delimitagbes taxondémicas,
particularmente no caso de espécies simpatricas, ou espécies com identificacbes
ambiguas. Em muitos casos, a caréncia de estudos integrativos mais
aprofundados impossibilita a estimativa de mudancgas genéticas em linhagens
evolutivas e sua relacdo com taxas de especiacao e diversificacao.

A integracdo de dados citogenéticos e marcadores mitocondriais pode
representar uma ferramenta poderosa na caracterizacdo genética de espécies.
Diferentes genes mitocondriais como os genes COI (citocromo oxidase c I) e cyt-b
(citocromo b) se destacam por sua ampla utilizacdo em estudos de caracterizacao
de quirdpteros e andlises filogenéticas. Além disso, técnicas de citogenética
molecular como a pintura cromossomica permitem a inferéncia dos rearranjos que
ocorreram ao longo da diferenciacdo das espécies, através da identificacao
precisa de homologias cromossémicas. Dados obtidos de amostras cariotipicas
combinados a seus respectivos marcadores mitocondriais permitem a
caracterizacao genética inequivoca das espécies.

Apesar de esforcos para elucidar as relacdes genéticas a partir de dados
moleculares e cariotipicos, essa integracdo ainda € inexistente para varios
grupos-chave dentro da familia Phyllostomidae. No género Tonatia,
historicamente os dois Unicos representantes, T. saurophila e T. bidens, foram
caracterizados com numeros diploides iguais (2n = 16). Contudo, evidéncias
recentes sugerem que T. bidens apresente constituicAo cromossdmica distinta.
No centro-oeste brasileiro, um novo citétipo com 2n = 26 foi descrito para T.
bidens, o referido espécime foi caracterizado pela regido barcode do gene COI.

Entretanto, ndo foi possivel definir, a partir dos dados apresentados, se 0
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espécime investigado corresponde a uma nova espeécie ou realmente representa
T. bidens com diferente nimero cariotipico.

Devido a falta de integracdo de diferentes dados cromossémicos e
moleculares ao longo de sua area de ocorréncia, Tonatia bidens ndo possui a
definicdo do seu numero diploide (2n = 16 / 26). Informa¢Bes moleculares séo
desconhecidas e pouco exploradas ao longo de sua distribuicdo geografica,
principalmente na regidao nordeste do Brasil. Neste trabalho, com base na
combinacdo de dados citogenéticos (convencional e pintura cromossémica) e de
genoma mitocondrial, avaliamos as variacbes cariotipicas e as relacfes
intraespecificas de T. bidens em diferentes localidades, bem como o status
taxondbmico em comparacdo a outros filostomineos proximamente relacionados.
Discutimos o papel dos rearranjos cromossdémicos na evolugéo do género Tonatia
e suas implicacdes para determinar o cariétipo ancestral do grupo. Analisamos os
dados cromossodmicos e moleculares de forma integrada a fim de testar a
hipotese de que espécimes com caribtipos diferentes correspondem a diversidade
genética ainda ndo atribuida a espécie Tonatia bidens.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ORDEM CHIROPTERA: ASPECTOS GERAIS E EVOLUTIVOS

Morcegos sdo 0s Unicos representantes dos mamiferos capazes de realizar
voos verdadeiros devido as suas caracteristicas morfolégicas especializadas.
Esses animais pertencem a ordem Chiroptera, do grego “cheir” = mao e “pteron” =
asa, que apresentam ampla variedade ecoldgica, observando-se diversidade
morfologica associada a habilidade de voo, ecolocalizacéo e diversas adaptacdes
alimentares como respostas adaptativas a varios nichos ecologicos. Essas
adaptacdes foram importantes para manutencdo das relacdes tréficas nos
ecossistemas (SIMMONS, 2005; REIS et al., 2007).

Os morcegos tradicionalmente eram classificados com base em analises
morfolégicas em duas subordens: Microchiroptera (ecolocalizadores) e
Megachiroptera (ndo ecolocalizadores) (SIMMONS e GEISLER, 1998). No
entanto, apés estudos sisteméaticos moleculares, esses termos ndo estdo mais em
uso devido a filogenia ndo sustentar a monofilia da subordem Microchiroptera.
Atualmente, o0s quirdpteros estdo distribuidos em duas subordens:
Yinpterochiroptera (Pteropodiformes) e Yangochiroptera (Vespertilioniformes),
sendo Yinpterochiroptera composta por seis familias de microquirbpteros e os
morcegos que hao possuem ecolocalizacdo da familia Pteropodidae
(Megaquirdpteros), pois apresentam uma relagcdo mais proxima entre elas. Por
sua vez, a subordem Yangochiroptera € formada apenas por familias de
microquiropteros (Figura 1) (TEELING et al., 2005; JONES e TEELING, 2006).

Chiroptera é a segunda maior ordem em numeros de espécies depois da
ordem Rodentia, correspondendo a cerca de 20% do percentual de espécies
entre os mamiferos, com mais de 1.400 espécies reunidas em 227 géneros e 21
familias (Tabela 1) (BURGIN et al., 2018). A subordem Yinpterochiroptera é
representada pela familia  Pteropodidae juntamente a  superfamilia
Rhinolophoidea, com seis familias (Craseonycteridae, Hipposideridae,
Megadermatidae, Rhinolophidae, Rhinopomatidae e Rhinonycteridae), enquanto a
subordem Yangochiroptera é formada por 14 familias reunidas em trés
superfamilias: Noctilionoidea, Emballonuroidea e Vespertilionoidea (Figura 1).

Nove familias de Yangochiroptera apresentam ocorréncia nas Américas,
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nenhuma ocorréncia de Yinpterochiroptera, estando todas representadas no
Brasil (SIMMONS, 2005; REIS et al., 2007; NOGUEIRA et al., 2018).

Outgroups

Pteropodidae
Rhinonycteridae
Hipposideridae
I_ Rh!nolophld?e Rhinolophoidea
Rhinopomatidae
Megadermatidae
Craseonycteridae
r— Emballonuridae
L— Nycteridae
Mystacinidae
Thyropteridae
Furipteridae
Noctilionidae
Mormoopidae
Phyllostomidae
Myzopodidae
Natalidae
Molossidae
Miniopteridae Vespertilionoidea
r— Cistugidae
L—— Vespertilionidae

Yinpterochiroptera

y

y

Emballonuroidea

@
Yangochiroptera

Noctilionoidea

L

Figura 1. Hipétese atual da classificacdo da ordem Chiroptera. Setas mostram posicdes
alternativas para a superfamilia Emballonuroidea e para a familia Myzopodidae por
MEREDITH et al. (2011). (Fonte: adaptado de AMADOR et al., 2018).

A descricdo da diversidade de espécies de morcegos vem crescendo
substancialmente nos ultimos anos quando comparada a tradicional compilacéo
de espécies realizada por SIMMONS (2005). Na regido neotropical, concentram-
se diversas familias de morcegos que apresentaram um incremento de
aproximadamente oito espécies novas ao ano, com atualmente 380 espécies, o
que representa um aumento de 75 novas espécies descritas desde 2005, de
acordo com a Ultima atualizacdo realizada por SOLARI e MARTINEZ-ARIAS
(2014). No Brasil, o numero de espécies tem aumentado desde as compilagbes
de REIS et al. (2007) com n = 167, chegando a n = 172 em 2012 (PAGLIA et al.,
2012) e n = 178 em 2014 por NOGUEIRA et al. (2014). Recentemente,
NOGUEIRA et al. (2018) atualizaram a lista da quiropterofauna brasileira com 182

espécies distribuidas em nove familias (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacéo e nimero de espécies da ordem Chiroptera.

Ordem Chiroptera
NUmero de espécies

Classificacéo

Mundo? Brasil?

Subordem Yinpterochiroptera
Familia Pteropodidae 197 -
Superfamilia Rhinolophoidea

Rhinolophidae 102 -

Hipposideridae 88 -

o Megadermatidae 6 -

Familia .

Craseonycteridae 1 -

Rhinopomatidae 6 -

Rhinonycteridae 9 -
Subordem Yangochiroptera
Superfamilia Emballonuroidea

Emballonuridae 54 17
Familia Myzopodidae 2 -

Nycteridae 16 -
Superfamilia Noctilionoidea

Furipteridae 2 1

Noctilionidae 16 2

- Thyropteridae 5 5

Familia Mormoopidae 17 4

Mystacinidae 2 -

Phyllostomidae 218* 93
Superfamilia Vespertilionoidea

Natalidae 11 1

Miniopteridae 35 -
Familia Cistugidae 2 -

Molossidae 122 31

Vespertilionidae 493 28
TOTAL 1.404 182

Fonte: 'BURGIN et al. (2018) a partir do banco de dados Mammal Diversity Database (MDD)
https://mammaldiversity.org.; 2NOGUEIRA et al. (2018); *Registros publicados até novembro de
2018 (SILES e RIOS, 2019).

As espécies da ordem Chiroptera vém sendo estudadas em diversas areas
da genética, incluindo a sistematica molecular, a citogenética e a genémica, de
forma a esclarecer os eventos que moldaram a arquitetura genética dos
morcegos, resultando na diversificagdo da ordem (TEELING et al.,, 2018). Do
ponto de vista citogenético, a ordem Chiroptera apresenta elevada diversidade
cariotipica, com variacdo de numero diploide entre 2n = 14 na espécie
Vampyressa melissa Thomas, 1926 (Phyllostomidae) a 2n = 62 em 13 espécies
da familia Rhinolophidae (GARDNER, 1977; ZIMA et al., 1992). A citogenética se

destaca por um importante papel na complementacdo de estudos de sistemética
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de morcegos, a partir de reconstrucbes filogenéticas utilizando dados
cromossomicos (GOMES et al., 2018; BENATHAR et al., 2019).

Estudos de evolugdo cromossOmica em morcegos sao mais frequentemente
realizados por meio de bandeamento G que, no entanto, apresenta limitacdes na
determinacdo dos rearranjos cromossOmicos em espécies com cariotipos
altamente rearranjados (SOTERO-CAIO et al.,, 2017a). Para isso, a pintura
cromossdmica se apresenta como uma técnica mais robusta, especialmente no
esclarecimento das taxas de mudancas cariotipicas entre 0S morcegos
(SOTERO-CAIO et al., 2015), além de fornecer caracteres adicionais (rearranjos
cromossOdmicos) que podem ser incorporados a matrizes de dados em um
contexto filogenético (GOMES et al., 2018; BENATHAR et al., 2019; SOLARI et
al., 2019). Osresultados presentes na literatura fornecem subsidios para
preencher lacunas de informacfes sobre os principais eventos na evolucdo da
arquitetura genémica entre as familias de morcegos, por exemplo, Phyllostomidae
(SOTERO-CAIO et al., 2013, 2015; GOMES et al., 2018; BENATHAR et al.,
2019), Vespertilionidae (VOLLETH et al., 2002; MAO et al., 2007; RICHARDS et
al., 2010; KULEMZINA et al., 2011) e Rhinolophidae (AO et al., 2007; KACPRZYK
et al., 2016; VOLLETH et al., 2017), servindo como ponte entre citogenética e
investigacBes de taxonomia, sistematica e historia natural de quirdpteros.

2.2 FAMILIA PHYLLOSTOMIDAE: ASPECTOS GERAIS

Morcegos da familia Phyllostomidae sdo endémicos do continente
americano, encontrados principalmente na regido neotropical e conhecidos por
apresentarem um apéndice nasal em forma de folha (New World leaf-nosed bats)
(Figura 2a) (SIMMONS, 2005). A presenca da folha nasal € uma caracteristica
comum entre os filostomideos, no entanto, morcegos vampiros da subfamilia
Desmodontinae e a espécie Centurio senex Gray, 1842 (Stenodermatinae) nao
apresentam essa caracteristica de forma desenvolvida (Figura 2b-e).

Dentre as familias da ordem Chiroptera, Phyllostomidae é a mais diversa na
regido neotropical, com cerca de 63,5% da quiropterofauna de morcegos na
regido (SOLARI e MARTINEZ-ARIAS, 2014). Constitui a segunda maior familia de
morcegos (depois da familia Vespertilionidae), com 218 espécies reunidas em 60
géneros (BAKER et al.,, 2016; SILES e RIOS, 2019). Atualmente, oS morcegos

filostomideos estdo agrupados em 11 subfamilias: Carollinae, Desmodontinae,
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Glossophaginae, Glyphonycterinae, Lonchophyllinae, Lonchorhininae, Macrotinae,
Micronycterinae, Phyllostominae, Rhinophyllinae e Stenodermatinae (BAKER et
al., 2016; CIRRANELLO et al., 2016). No Brasil, representa a familia de morcegos
mais numerosa, com cerca de 93 espécies com representantes de 44 géneros
(NOGUEIRA et al., 2018).

Figure 2. Representantes da familia Phyllostomidae. a) Platyrrhinus lineatus; b) Diphylla ecaudata;
c) Desmodus rotundus; d) Diaemus youngi; €) Centurio senex. (Fonte adaptada:
LOPEZ-BAUCELLS et al. 2016)

A familia Phyllostomidae possui uma grande diversidade trofica associada a
adaptacdes morfolégicas, o que favorece o0 sucesso adaptativo em diversos
habitats como a Amazbnia, Cerrado, Caatinga, Mata atlantica e até mesmo em
areas urbanas (REIS et al., 2007; PAGLIA et al., 2012). As estratégias
alimentares entre as familias de morcegos sdo normalmente limitadas a uma ou
duas fontes de alimento (BAKER et al., 2012), por outro lado, a familia
Phyllostomidae s&o descritos seis tipos diferentes de habitos alimentares,
podendo ser insetivoros, carnivoros, frugivoros, nectarivoros, onivoros e
hematéfagos. Essa variacdo alimentar entre os filostomideos estd associada a
grandes variacdes morfologicas (interna e externa), fisiolégicas e
comportamentais (BAKER et al., 2012).

As pesquisas com o0 objetivo de reconstruir a historia filogenética dos
filostomideos, sua origem evolutiva e radiacdo tém sido realizadas buscando
também compreender possiveis mecanismos genéticos envolvidos na sua

diversificacdo. Dentre eles, destacam-se estudos acerca da plasticidade
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gendmica, potencialmente envolvida na diversidade ecolégica, morfologica e
fisioldgica do grupo, como a fixacédo de rearranjos cromossodmicos e alteracao de
expressdo génica por DNA movel (PARISH et al.,, 2002; SOTERO-CAIO et al.,
2015; 2017b; SOUZA et al., 2017).

2.2.1 Sistematica da Familia Phyllostomidae

Investigacbes sistematicas em morcegos filostomideos tém sido
intensivamente conduzidas nas Ultimas décadas com a ajuda de marcadores
moleculares (BAKER et al., 2003b, 2016; DATZMAN et al., 2010; ROJAS et al.,
2016; AMADOR et al., 2018) e caracteres morfologicos em separado ou
combinados com os moleculares (WETTERER et al., 2000; DAVALOS et al.,
2012; CIRRANELLO et al., 2016. TAVARES et al., 2018). A heterogeneidade no
grupo tem motivado inumeros estudos com finalidades diversas que produzem
contribuicdes indiretas ou diretas para uma classificacdo da familia, resultando em
evidéncias mais fortes de grupos monofiléticos e relacdes entre os clados.

Morcegos filostomideos tiveram sua diversificacdo ha aproximadamente 35
milhdes de anos (Ma), entretanto, muitas espécies se diversificaram em um curto
periodo evolutivo de 10 a 5 Ma (AMADOR et al., 2018). A reconstrucéo da historia
evolutiva da familia vem sofrendo modificacdes, especialmente no que diz
respeito as relacdes entre suas subfamilias, devido as incongruéncias
impulsionadas pela rapida diversificacdo e pelos grandes acimulos de mudancas
adaptativas. O reflexo disso é evidente em diferentes conjuntos de dados que
mostram filogenias moleculares e morfolégicas de Phyllostomidae néo
congruentes (WETTERER et al.,, 2000; BAKER et al, 2003b; DATZMAN et al.,
2010; ROJAS et al., 2011, 2016; DAVALOS et al., 2012; AMADOR et al., 2018,
TAVARES et al. 2018).

Diversos trabalhos realizados durante o século XX foram revisados por
WETTERER et al. (2000), que de certa forma forneceram contribuicbes para a
atual classificagcdo da familia Phyllostomidae. Esses autores se basearam em
analises de parcimbnia de 150 caracteres morfolégicos, incluindo alguns dados
cromossOmicos, gerando uma classificacdo de Phyllostomidae com sete
subfamilias e 53 géneros. No trabalho foram observados clados formados por

espécies que possuem habitos alimentares correlatos mais adaptacdes



24

morfologicas a eles associadas. Contudo, a filogenia resultante ainda apresentava
limitagGes na resolucao das relacdes entre 0s grupos.

Anos depois, em contraste aos resultados de WETTERER et al. (2000),
dados de DNA mitocondrial (DNAmMt) e nuclear se mostraram bastante
diferenciados das analises morfologicas sugeridas até entdo, demostrando que
morcegos com habitos alimentares similares ndo necessariamente se agrupavam.
BAKER et al. (2003b) em uma analise baseada em fragmentos de DNAmt de 2,6
Kb (incluindo RNAr 12S, RNAtY@ e RNAr 16S) e o gene nuclear RAG2,
descobriram que algumas guildas alimentares evoluiram em diferentes momentos
na arvore filogenética. Diante disso, um novo agrupamento foi proposto, com
reorganizacdo da familia Phyllostomidae em 11 subfamilias. Atualmente a
filogenia proposta por BAKER et al. (2003b) vem sendo utilizada como referéncia
para estudos recentes (Figura 3).

Novas tentativas de reconstrucdo da filogenia da familia Phyllostomidae
produziram suporte adicional para a maioria dos clados detectados na topologia
proposta por BAKER et al. (2003b) principalmente ao nivel de subfamilia. Como
visto em ROJAS et al. (2011), usando citocromo b e incorporando as sequéncias
obtidas por BAKER et al. (2003b); mais o gene citocromo oxidase ¢ | (DUMONT et
al., 2012); caracteres dentarios, genes mitocondriais e nucleares (DAVALOS et
al., 2012 e 2014). Para produzir uma classificacdo mais robusta e estavel da
familia Phyllostomidae, BAKER et al. (2016) nomearam clados utilizando os
dados moleculares publicados por BAKER et al. (2003b) integrando dados
cariotipicos como caracteres diagndsticos para cada taxon; em conjunto a esses
dados CIRRANELLO et al. (2016) forneceram caracteres morfolégicos
diagndsticos para cada clado, que juntos propuseram uma topologia ligeiramente
modificada (posicao de Lonchorhininae) de BAKER et al. (2003b). Recentemente,
AMADOR et al. (2018) utilizando um total de nove genes mitocondriais e
nucleares observaram congruéncia nas subfamilias, tribos e subtribos propostas
por BAKER et al. (2016) com algumas excecoes.

Por outro lado, algumas diferencas ainda encontradas nas topologias
tendem a estar relacionadas a agrupamentos com valores de confianga baixos e
conflitantes na filogenia da familia, como o caso da posicao filogenética da
subfamilia Lonchorhininae que ainda se mantém pouco resolvida, e os diferentes

momentos de divergéncia das linhagens basais Micronycterinae e Desmodontinae
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(ROJAS et al., 2011, 2016; DAVALOS et al., 2014; AMADOR et al., 2018). Em
contrapartida, as contribuicbes dos diferentes estudos sugerem o crescente
consenso da congruéncia das posicfes filogenéticas dos principais grupos de
filostomideos, fornecendo suportes adicionais a classificacdo proposta em BAKER
et al. (2016).

Macrofus Macrotinae
Lampronycians

a— l__ Micro, schmidform
Micro. minuta
_:Mﬁcm. megalotis
Micro. hirsula

Diphylia i
_‘—Ii Diasmus Desmodontinae
Desmodus

Lonchorhing Lonchorhininae
Trachops
Macrophyfium
Vampyrum
Chrofopfenis
L Lophostoma Phyllostominae
Tonalia
Phyfladerma
Phyllostomus
Mimon
——————— Anaura
- ———— Hylonycleris

Choeroniscus
|: Choaronycleris
M : ,
Erophyila usonyetens | Glossophaginae

Brachyphylla
Manophyllus
L Laplonycians
Glossophaga
Lioryctens :
Lonchophyila | Lonchophyllinae
Caroliia Carolliinae
Trinycters .
G. sylvestris Glyphonycterinae
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Micronycterinae

Rhinophyila Rhinophyllinae
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Mesaphyila
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Figura 3. Filogenia proposta por BAKER et al. (2003b) a partir de inferéncia Bayesiana de dados
concatenados de DNAmMt e RAG2.
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2.3 SUBFAMILIA PHYLLOSTOMINAE: ASPECTOS GERAIS E SISTEMATICA

A subfamilia Phyllostominae € bastante diversificada e com representantes
essencialmente  neotropicais. Os morcegos filostomineos apresentam
consideravel diversidade morfoloégica e peso que pode variar de 10 a 200 g,
sendo a espécie Vampyrum spectrum Linnaeus, 1758 considerada o maior
morcego das Américas. As espécies do grupo variam nas estratégias alimentares:
carnivoria, insetivoria e frugivoria (REIS et al., 2007).

Atualmente sdo conhecidas 24 espécies de morcegos filostomineos reunidas
em 10 géneros, com distribuicdo desde o México até o norte da Argentina
(BAKER et al.,, 2016). Em 2014 foi descrito um novo género na subfamilia,
Gardnerycteris (G. crenulatum, G. koepckeae e G. keenani), antes com seus
representantes incluidos no género Mimon (HURTADO e PACHECO, 2014,
HURTADO e D’ELIA, 2018). No Brasil, s&o encontradas 17 espécies
representantes de todos os 10 géneros (NOGUEIRA et al., 2018). A partir de
dados moleculares e morfolégicos foi proposta uma classificacdo para os
filostomineos, formada por trés tribos: Macrophyllini (géneros Macrophyllum e
Trachops), Phyllostomini (Gardnerycteris, Lophostoma, Tonatia, Phylloderma e
Phyllostomus) e Vampyrini (Chrotopterus, Mimon e Vampyrum) (Figura 4;
HOFFMANN et al., 2008; BAKER et al., 2016; CIRRANELLO et al., 2016).

L. evotis
100 L. silvicola
100
L. silvicola

700,
L. brasiliense

100

Mimon Phyllostomini
Phylloderma
Phyllostomus
apo| T bidens
100
T. bidens
WOE T. saurophila
0 T. saurophila
Macrophylum | Byl
Macro ini
Trachops p y
Chrotopterus V. .
ampyrini
Vampyrum Py

Anoura

Artibeus

Loncharhina

Lampronyctens

Micronycteris

Desmodus

Diaemus

Diphylla

Macrotus

Figura 4. Filogenia proposta por HOFFMANN et al., (2008) a partir de inferéncia Bayesiana de
dados concatenados de DNAmMt e DNA nuclear. Os espécimes utilizados do género
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Mimon nessa analise foi sinomizado como espécies do género Gardnerycteris (G.
crenulatum).

Avancos nos estudos da sistematica na subfamilia Phyllostominae a partir de
dados de DNAmt e nuclear tém buscado compreender as relacdes filogenéticas
entre as trés tribos (BAKER et al., 2003b; HOFFMANN et al., 2008). HOFFMANN
et al. (2008), usando a andlise combinada dos genes citocromo b, RNAr 12S —

16S e gene nuclear RAG-2, apoiaram a monofilia das trés tribos (Figura 4).

2.3.1 Género Tonatia: sistematica e taxonomia (sensu WILLIAMS et al., 1995)

Os morcegos neotropicais do género Tonatia incluem duas espécies: T.
saurophila e T. bidens. Entretanto, até 2002 o género originalmente era composto
por mais cinco espécies hoje sinomizados no género Lophostoma, apés
alteracOes propostas por LEE-JR et al. (2002). Esses autores, baseados em
dados de DNAmt, encontraram diferencas significativas e a parafilia dentro do
género Tonatia em relagcdo as demais cinco espécies (Lophostoma brasiliense
Peters, 1866; L. carrikeri Allen, 1910; L. evotis Davis e Carter, 1978; L. schulzi
Genoways e Williams, 1980; e L. silvicola d’Orbigny, 1836), restringindo assim o
género Tonatia a duas espécies. A composicdo do género Tonatia por duas
espécies foi igualmente proposta por PORTER et al. (2003) a partir de genes
mitocondriais e um gene nuclear.

A espécie Tonatia bidens foi descrita por Spix, 1823 com localidade tipo no
estado da Bahia (Brasil), enquanto a descricdo de T. saurophila por Koopman e
Williams, 1951 foi baseada em material fossil de uma caverna na Jamaica. Anos
depois, KOOPMAN (1976) realizou comparacfes entre esse fossil e espécimes
de T. bidens da Ameérica Central e da regido norte da América do Sul,
reconhecendo o féssil como uma subespécie do taxon T. bidens. Até entdo,
Tonatia bidens apresentava duas subespécies: T. bidens saurophila (conhecida
apenas pelo féssil) e T. b. bidens reportado em paises da América Central e do
Sul (Belize, Brasil, Coldombia, Costa Rica, Equador, Guatemala, Guianas,
Honduras, Panama, Peru e Venezuela), desconsiderando da analise
representantes de T. bidens do nordeste e sul do Brasil (WILLIAMS et al., 1995).

Andlises taxondmicas recentes no género ndo foram realizadas desde o
trabalho de WILLIAMS et al. (1995), no qual foram descritas as diferencas entres

as duas espécies e entre as subespécies de Tonatia saurophila. Esses autores,
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apos examinarem por meio de caracteres morfolégicos de cranio e denticdo os
espécimes de T. bidens da regido sul da América do Sul (Argentina, Brasil e
Paraguai), elevaram novamente a subespécie T. b. saurophila a status de espécie
(T. saurophila). Dessa forma, as duas espécies ocorreriam em simpatria na regiao
nordeste do Brasil (Figura 5). Ainda nesse trabalho, também foi proposto a
separacdo de T. saurophila em trés subespécies: T. s. saurophila (Jamaica —
localidade tipo), T. s. bakeri e T. s. maresi. Desde ent&o, o reconhecimento das
subespécies de T. saurophila foi comumente aceito por décadas. Apds a
finalizacdo do presente trabalho, BASANTES et al. (2020), por meio de integracao
de dados morfolégicos, morfométricos e moleculares, apresentaram evidéncias
que T. s. bakeri e T. s. maresi sdo espécies bem suportadas e distintas entre si e
quando comparadas também com uma terceira espécie T. s. saurophila (taxon
extinto, registros fésseis). Portanto, o género Tonatia agora inclui trés espécies

viventes (T. bakeri, T. bidens e T. maresi) e uma espécie extinta (T. saurophila).

Figura 5. Mapa da América do Sul e Sudeste da América Central mostrando localidades de coleta
e distribuicdo geografica de Tonatia bidens (1) e Tonatia saurophila (2-4) [T. s. bakeri (2);
T. s. maresi (3); T. s. saurophila(4)] (Fonte: WILLIAMS et al., 1995)

A partir das analises de WILLIAMS et al. (1995), ficou determinado que T.
bidens estava restrita ao nordeste e sul do Brasil, grande parte do Paraguai e

norte da Argentina, enquanto T. saurophila estava presente no Caribe, América
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Central, além de norte e nordeste da América do Sul (WILLIAMS et al., 1995).
Espécimes originalmente identificados como T. bidens em diversos trabalhos
anteriores as consideracoes de WILLIAMS et al. (1995) foram reconhecidas como
sendo de fato T. saurophila de acordo com a atualizacdo de sua distribuicdo
(BAKER, 1970; PATTON e BAKER, 1978; BAKER e BICKHAM, 1980).

Em termos de taxonomia, os representantes do género Tonatia sao
facilmente diferenciados dos demais filostomineos por terem um Unico par de
incisivos inferiores, trés pares de pré-molares inferiores e uma cauda que se
estende até aproximadamente a metade do comprimento do uropatagio
(GARDNER, 2007). Entretanto, Tonatia bidens e T. saurophila apresentam alta
similaridade morfologica entre si, principalmente externa, o que dificulta a
delimitagdo taxonOmica entre elas, resultando em identificagbes errbneas,
particularmente nas regides onde as espécies sdo simpatricas (WILLIAMS et al.,
1995; TAVARES et al., 2015).

Tonatia bidens apresenta porte médio com pelagem marrom-acinzentada,
mais clara no ventre, com habito alimentar bastante variado, incluindo insetos,
anfibios, répteis, aves de pequeno porte e até mesmo morcegos (MARTUSCELLI,
1995; BARQUEZ et al., 1999; ESBERARD e BERGALLO, 2004). Tem como
localidade-tipo a regido do rio Sao Francisco, no estado da Bahia, com
distribuicdo desde o nordeste e sudeste do Brasil, norte da Argentina, oeste e sul
do Paraguai e Bolivia (Figura 5) (WILLIAMS et al., 1995; PACA et al., 2012). A
auséncia de listra no topo da cabeca entre as orelhas pode ser util na
diferenciagdo por morfologia externa (WILLIAMS et al.,, 1995) (Figura 6a).
Caracteres diagnosticos utilizados para a espécie sdo: incisivos inferiores
estreitos, caninos inferiores na margem medial separados por um pequeno
espaco, segundo pré-molar inferior reduzido e largura média da constricdo pos-
orbital de 5.9 mm (WILLIAMS et al., 1995) (Figura 6b).

Tonatia saurophila tem como localidade-tipo St. Elizabeth Parish, Jamaica, e
esta distribuida desde o sul do México (Chiapas), alguns paises da América
Central, até paises do norte da América do Sul (Bolivia, Colébmbia, Equador,
Guiana, Peru, Suriname, Trindade, Venezuela, e norte-nordeste do Brasil) (Figura
5) (WILLIAMS et al.,, 1995; REIS et al., 2007; AGUIAR et al., 2015). Esses
morcegos apresentam ampla variedade de fontes alimentares como insetos,
pequenos vertebrados e frutos (HUMPHREY et al., 1983; REIS e PERACCHI,
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1987; RIVAS-PAVA et al., 1996; BERNARD, 2002; GIANNINI e KALKO, 2004). A
espécie € caracterizada por possuir um espacgo relativamente amplo entre os

caninos inferiores, segundo pré-molar inferior maior, largura da constricdo pés-

orbital em média 5.4 mm, além da presenca de uma linha clara de pelo curto no
topo da cabeca (WILLIAMS et al., 1995) (Figura 6 c-d).

Figura 6. Espécies do género Tonatia. a) Tonatia bidens; b) Caracteristicas morfolégicas de cranio
(esquerda), mandibula (centro) e denticdo inferior (direita) de T. bidens; 1. Constricdo
pés-orbital ampla; 2. Cingulo dos caninos inferiores posicionados proximamente, se
tocam ou quase se tocam; 3. Incisivos inferiores estreitos; 4. Segundo pré-molar
reduzido pelo cingulo dos pré-molares vizinhos; c) Tonatia saurophila, seta indica
presenca da listra branca e d) Caracteristicas morfolégicas de cranio (esquerda),
mandibula (centro) e denti¢éo inferior (direita) de T. saurophila; 5. Constricdo pds-orbital
menos evidente; 6. Cingulo dos caninos inferiores separados; 7. Incisivos inferiores
relativamente amplos; 8. Segundo pré-molar mais robusto ndo obscurecido pelo cingulo
dos pré-molares adjacentes. (Fonte adaptada: TAVARES et al., 2015).

Morcegos do género Tonatia sdo pouco amostrados na nhatureza e suas
pesquisas se concentram em registros de algumas ocorréncias das espécies,
parasitismos e habitos alimentares (ESBERARD e BERGALLO, 2004; PACA et
al., 2012; AGUIAR et al., 2015). Do ponto de vista genético, poucos estudos foram
realizados no género com enfoque para sistematica molecular (LEE-JR et al.,
2002; POTER et al., 2003) e o0 genoma mitocondrial esta disponivel apenas para
T. saurophila (BOTERO-CASTRO et al., 2013). Contudo, o género tem sido
amplamente investigado do ponto de vista citogenético, com maior destaque para
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espécie T. saurophila (PATTON e BAKER, 1978; SANTOS et al., 2002; SOTERO-
CAIO et al., 2015; RIBAS et al., 2015; TAVARES et al., 2015).

24 GENES MITOCONDRIAIS E SEU EMPREGO EM ESTUDOS
FILOGENETICOS NA FAMILIA PHYLLOSTOMIDAE

Uma das principais ferramentas para analises de diversidade genética sé&o
0s marcadores moleculares. Dentre eles, 0os genes mitocondriais sdo amplamente
utilizados em estudos de diversificagdo e filogenia molecular. Sequéncias de
DNAmMt sdo empregadas em estudos para inferir as relacdes filogenéticas de
diversos grupos de animais (BAKER et al., 2016; BOTERO-CASTRO et al., 2018;
UPHAM et al., 2019). Entre as caracteristicas do DNAmt, as principais para sua
utilizacdo como marcador molecular s&o: organizagdo conservada em
vertebrados, ndo possuem recombinacdo, heranca exclusivamente ou
prevalentemente materna, além de taxa evolutiva relativamente rapida (AVISE,
2004; GISSI et al., 2008; LUO et al. 2018).

O genoma mitocondrial (mitogenoma) € organizado em 37 genes e em
mamiferos geralmente possui de 15 a 20 Kb. O mitogenoma tipicamente esta
organizado em 13 genes codificadores de proteinas envolvidas na cadeia
respiratoria, duas subunidades de RNA ribossomal (RNAr), que codificam as
subunidades: grande (rnaL 16S) e pequena do ribossomo mitocondrial (rnaS
12S), além de 22 RNAts e uma regido nado codificadora (regido controle ou D-
loop) envolvida na regulacédo da replicacédo e transcricdo mitocondrial (Figura 7;
ANDERSON et al., 1981; ASIN-CAYUELA e GUSTAFSSON, 2007; GISSI et al.,
2008).

Dos 22 RNAts encontrados em mitogenomas, cada um tem especificidade
para carregar um aminoacido distinto, exceto os aminodacidos leucina e serina que
possuem duas coépias de RNAt: trnL (TAG), trnL2 (TAA), trnS (GCT) e trnS2
(TGA). Os genes codificadores de proteinas pertencem ao complexo enzimatico
envolvido na fosforilagdo oxidativa: citocromo b (cyt-b); citocromo oxidase c
subunidades I-lll (cox1-3); NADH desidrogenase (nadl-6, 4L) e as duas
subunidades de ATP sintetase (atp6 e atp8) (Figura 7; ANDERSON et al., 1981).

Atualmente os morcegos da familia Phyllostomidae sdo o grupo da ordem
Chiroptera com maior amostragem de sequéncias depositadas em bancos de

dados para uma regido com cerca de 670 pb do gene citocromo c oxidase |,
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considerada cddigo de barras (barcode) para as espécies (HEBERT et al., 2003).
No banco de dados Barcode of Life Data System (BOLD) cerca de 11.722
sequéncias de barcode estdo disponiveis para a familia Phyllostomidae,
correspondendo a 185 espécies (BOLD até dezembro de 2019). A regido barcode
é frequentemente utilizada na identificacdo de espécies e em estudos de
diversidade genética devido a facilidade de amplificacdo da regido (HEBERT et
al., 2003; CLARE et al., 2011).

Mamiferos

Genoma Mitocondrial

trnF

/ Regido
[/ Controle

trnH—// -—

tnS” trn NAD3
NADH desidrogenase Il RNA transportador (tRNA)
Citocromo c oxidase I RNA ribossomal (rRNA)
ATP sintetase Origem da replicagdo

I Citocromo b

Figura 7. Estrutura tipica do genoma mitocondrial em mamiferos. Desenho produzido na
plataforma OGDRAW versdo 1.3.1 (GREINER et al, 2019) utilizando dados do
mitogenoma de Desmodus rotundus (Chiroptera: Phyllostomidae) (ID GenBank:
NC_022423.1) e modificada no editor de imagens Inkscape.

Adicionalmente, diferentes genes mitocondriais como o citocromo b
(1140bp), RNAr 12S, RNAtV@ e 16S (2,6kb concatenados) também tém sido
utilizados na caracterizagdo genética de quiropteros. Esses genes sao
amplamente aplicados em estudos sistematicos por conterem um conjunto de
caracteres mais robusto devido as suas taxas evolutivas (LEE-JR et al., 2002;
POTER et al.,, 2003; BAKER et al., 2003b, 2016; ; HOFFMANN et al., 2008;
ROJAS et al., 2011; DUMONT et al., 2012; DAVALOS et al., 2012, 2014). Em
filostomideos, muitos trabalhos de taxonomia integrativa tém utilizado com maior

frequéncia o gene cyt-b na diagnose de novas espécies, como no caso dos
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géneros Lophostoma (VELAZCO e CADENILLAS, 2011; CAMACHO et al., 2016),
Platyrrhinus (VELAZCO et al., 2010) e Lonchophylla (PARLOS et al., 2014) devido
aos niveis de congruéncia em mamiferos (BAKER e BRADLEY, 2006).

Mitogenomas também tém sido usados em andlises filogenéticas na familia
Phyllostomidae. Atualmente 20 genomas mitocondriais completos estédo
disponiveis na literatura para representantes das 11 subfamilias (PUMO et al.,
1998; MEGANATHAN et al., 2012; BOTERO-CASTRO et al., 2013, 2018). Os
mitogenomas dos filostomideos variam de 16.546 pb em Anoura caudifer
Geoffroy, 1818 a 16.785 pb em Brachyphylla cavernarum Gray, 1834, ambas
espécies da subfamilia Glossophaginae. Andlises filogenéticas a partir desses
dados mostraram grandes similaridades com a topologia proposta por BAKER et
al. (2003b), com excec¢do apenas na posicado da subfamilia Lonchorhininae como
grupo irmao da subfamilia Phyllostominae (BOTERO-CASTRO et al.,, 2018),
mesma condi¢cdo observada em outras arvores com diferentes conjuntos de
dados (DAVALOS et al., 2014; AMADOR et al., 2018).

2.5 EVOLUCAO CROMOSSOMICA NA FAMILIA PHYLLOSTOMIDAE

Estudos de sistematica e filogenética em morcegos objetivam agrupar as
linhagens taxondémicas com caracteres derivados compartilhados entre si,
baseando-se em ancestralidade comum. Esses dados tém sido gerados a partir
de diferentes abordagens, como analises morfolégicas e por sequéncias de DNA
nuclear ou mitocondrial (WETTERER et al.,, 2000; BAKER et al.,, 2003b;
HOFFMANN et al., 2008). No entanto, as hipoteses filogenéticas geradas a partir
de um Unico conjunto de dados nem sempre esclarecem as relacées entre 0s
grupos taxondémicos ou apresentam baixos valores de suporte. Dessa forma,
trabalhos mais robustos e com integracdo de dados podem ser utilizados para
contornar essas situacdes e prover hipoteses de ancestralidade compartilhada
para agrupamentos ambiguos (SOLARI et al., 2019).

Dados citogenéticos se caracterizam como importantes marcadores
filogenéticos para diversos grupos, tendo em vista que alteragdes cariotipicas,
sejam elas estruturais ou numeéricas, significam modificacbes no genoma da
espécie, com implicagcbes muitas vezes determinantes para o processo evolutivo
(O’BRIEN et al., 1999; ROKAS e HOLLAND, 2000). Os primeiros resultados de

caracterizacdo citogenética na familia Phyllostomidae basearam-se na andlise
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convencional destacando o numero diploide (2n), nimero de bracos dos
cromossomos autossdmicos (NF), morfologia e sistema de determinacdo sexual,
contribuindo para o0 entendimento da composicdo cromossOmica dos
representantes da familia (BAKER, 1967; YONENAGA et al, 1969).
Posteriormente, com o surgimento de metodologias que possibilitaram a
diferenciacéo longitudinal dos cromossomos, como os padrbes de bandeamento
G, a identificagao de rearranjos cromossOmicos e estudos comparativos tornaram-
se possiveis (PATTON e BAKER, 1978; MORIELLE-VERSUTE et al.,, 1992;
SILVA et al., 2005).

Um dos primeiros estudos realizados para o entendimento da evolucao
cromossbmica entre Phyllostomidae e morcegos das familias Mormoopidae e
Noctilionidae, por analise de bandeamento G, foi o de PATTON e BAKER (1978).
Esses autores propuseram um cariotipo com 2n = 46 e NF = 60 como ancestral
para a familia Phyllostomidae, bem como para a superfamilia Noctilionoidea, e
apenas a espécie Macrotus waterhousii Gray, 1843 manteve essa condi¢ao.

A rapida diversificacdo e extrema variacdo morfoldgica e ecoldgica na familia
Phyllostomidae estdo associadas a altas taxas de mudancas cromossOmicas
(BAKER e BICKHAM, 1980). As espécies da familia Phyllostomidae apresentam
ndamero cromossdmico variando de 2n = 14 em Vampyressa melissa a 2n = 46 em
Macrotus waterhousii, com NF variando de 20 a 68 (BAKER, 1979). Em diversos
representantes da familia, a férmula cariotipica mais comumente encontrada
apresenta 2n = 32 e NF = 56. Para as 11 subfamilias de Phyllostomidae, os dados
citogenéticos atuais estdo organizados na Tabela 2.

Em Phyllostomidae, os padrdes cariotipicos parecem estar associados a
reducdo do numero diploide e de bandas cromossbémicas, principalmente por
rearranjos Robertsonianos, com retencdo dos grupos de ligacdo (PATTON e
BAKER 1978). Por esse motivo, estudos de evolu¢do cromossémica em espécies
de morcegos tém revelado homologias de cromossomos ou de bragos
cromossOmicos inteiros em espécies das subfamilias Phyllostominae
(RODRIGUES et al., 2000; RIBAS et al., 2015; SOTERO-CAIO et al., 2015),
Stenodermatinae (RIBEIRO et al., 2003; SILVA et al., 2005, PIECZARKA et al.,
2013; GOMES et al., 2016) e Desmodontinae (VARELLA-GARCIA et al., 1989;
SANTOS et al., 2001; SOTERO-CAIO et al., 2011).
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Por outro lado, segundo BAKER e BICKHAM (1980), as mudancas
cromossOGmicas em morcegos ndo ocorrem de maneira constante, de forma que
algumas linhagens apresentam mudancas mais rapidas e consideraveis,
enquanto outras, denotam uma taxa lenta de evolugdo cromossémica. Assim, trés
categorias foram adequadas para explicar os padrdes de evolucdo cariotipica em
morcegos: conservadorismo cariotipico, evolucdo cromossdmica moderada
(ortoselecao cariotipica) e megaevolucao cariotipica.

Tabela 2. Subfamilias de Phyllostomidae e nimero de espécies caracterizadas citogeneticamente.

Subfamilia 2n NF N Conv. Banda G ZOO-FISH Fonte
Macrotinae 40-46 60 2 2 2 1 le?2
Micronycterinae  25-42 50-68 12 5 4 4 3-5e 20

Desmodontinae 28-32 52-60 3 3 3 3 6e7
Lonchorhininae 32 60 6 1 1 - 8
Phyllostominae 16-34 20-62 24 19 12 6 2,4e9-12
Glossophaginae  16-32 24-60 37 13 13 2 1'46;1114:13
Lonchophyllinae  28-36 34-50 20 6 3 1 le3
Carolliinae 20-22 36-38 8 4 4 1 1’4i110 €
Glyphonycterinae  22-28 40-52 5 3 1 1 3el5
Rhinophyllinae 26-38 48-62 3 2 2 2 1,15e 16
Stenodermatinae  14-44 18-62 98 48 29 8 4e17-19
Total 14-46 18-68 218 106 74 29

Nota: N: nimero de espécies de acordo com SILES e RIOS (2019) Conv.: nimero de espécies
com 2n descrito por coloragdo convencional. A compilacdo de fontes foi realizada pela busca
preferencial de dados referentes a bandeamento G e hibridizacdo in situ com sondas de
cromossomos inteiros (ZOO-FISH). Fonte: 1. BAKER, (1979); 2. SOTERO-CAIO et al. (2015); 3.
PATTON e BAKER (1978); 4. BAKER (1967); 5. RIBAS et al. (2013); 6. SOTERO-CAIO et al.
(2011); 7. SANTOS et al. (2001); 8. BARROS et al. (2009); 9. RIBAS et al. (2015); 10. Pleczarka
et al. (2005); 11. VARELLA-GARCIA et al. (1989); 12. BAKER et al. (1982); 13. SOTERO-CAIO et
al. (2013); 14. VOLLETH et al. (1999); 15. GOMES et al. (2018); 16. GOMES et al. (2012); 17.
BAKER e HSU (1970); 18. PIECZARKA et al. (2013); 19. GOMES et al. (2016); 20. BENATHAR et
al., (2019).

A maioria dos morcegos filostomideos apresenta cari6tipos conservados ao
nivel de género, com taxas de evolu¢cdo cromossémica baixas, que diferem por
poucos ou nenhum rearranjo apos sua formacéo. O género Artibeus (2n = 30/31)
€ um exemplo desse conservadorismo intragenérico, com praticamente nenhuma
variacdo no padrédo de bandeamento G entre suas 23 espécies. No entanto,
linhagens taxondmicas que evoluiram por ortoselecéo cariotipica, (WHITE, 1975),
como o género Uroderma (2n = 36-44), frequentemente diferem por poucos

rearranjos quando comparados a espécies relacionadas, mas sem grandes taxas
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de variacGes nos tipos de rearranjos (baixo a moderado) (SILVA et al., 2005;
PIECZARKA et al., 2013).

Por outro lado, outros géneros demonstram uma extrema variabilidade
cariotipica interespecifica, como Micronycteris (2n = 25-42) (RIBAS et al., 2013;
BENATHAR et al., 2019) e Vampyressa (2n = 14-24) (GOMES et al., 2016), ou
apresentam pouca variacdo no género, mas possuem cariétipos extremamente
rearranjados quando comparados aos cariétipos ancestrais para suas respectivas
subfamilias, como € o caso do género Tonatia (2n=16) (RIBAS et al.,, 2015;
SOTERO-CAIO et al., 2015). Assim, essas linhagens que sofreram uma
megaevolucdo cromossbmica e o0s caridtipos das espécies intimamente
relacionadas podem ser tdo diferentes que as homologias de bandas ndo podem
ser determinadas apenas com o bandeamento G. Nesse caso, a utilizagcdo de
bandas G como marcadores/caracteres filogenéticos € recomendada apenas em
espécies filogeneticamente mais proximas ou com cariétipos distinguiveis por
poucos rearranjos cromossdémicos (RODRIGUES et al., 2000; SILVA et al., 2005;
GOMES et al., 2012).

Em estudos de evolucdo cromossémica onde a comparacdo de bandas G
nao consegue detectar homologias interespecificas, principalmente em espécies
com altas taxas de rearranjos, a técnica de pintura cromossdmica apresenta
vantagens. Essa técnica possibilita a deteccdo de homologias cromossémicas
baseadas em sequéncias de DNA conservadas de cromossomos inteiros ou de
regides cromossOmicas, apresentando maior precisdo na inferéncia dos
rearranjos cromossomicos (YANG et al., 1995; FERGUSON-SMITH et al., 1998;
O’BRIEN et al., 1999).

Na pintura cromossomica, uma variante denominada ZOO-FISH
aperfeicoada por SCHERTHAN et al. (1994), é usada para estudos comparativos
entre cromossomos de espécies diferentes, evidenciando rearranjos que
moldaram a arquitetura cromoss6mica ao longo da divergéncia das espécies e
fornecendo um mapa citogenético. Os primeiros estudos de ZOO-FISH foram
realizados utilizando sondas cromossomo-especificas de humanos em diferentes
espécies de primatas (WIENBERG et al., 1990).

ZOO-FISH muitas vezes € complementar ao bandeamento cromossdmico,
fornecendo resultados mais precisos, garantindo a identificacdo dos rearranjos

ocorridos, embora com limitagcbes para inversdes. As hibridizagbes in situ de
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cromossomos totais de uma espécie podem detectar homologias em apenas um
cromossomo, no qual a presenca fisica de grandes regides cromossémicas
contendo genes sdo detectados em ambas as espécies sendo denominadas
sinténicas (YONENAGA-YASSUDA, 2004). A presenca de Cromossomos
conservados (ou mais especificamente, seu compartiihamento) é um forte
indicativo da ocorréncia dos mesmos no cariétipo ancestral das linhagens
(FERGUSON-SMITH e TRIFONOV, 2007).

Por outro lado, algumas espécies apresentam sinais de hibridizacdo em
diferentes cromossomos ou segmentos cromossdmicos, indicando a ocorréncia
de rearranjos entre cromossomos distintos durante o processo de diferenciacao
das espécies. Normalmente, um menor nimero de rearranjos cromossémicos é
observado entre espécies mais relacionadas entre si, tornando a ZOO-FISH uma
importante ferramenta na reconstrucao filogenética entre diferentes grupos a partir
da reconstrucdo da evolucdo cromossémica (FERGUSON-SMITH et al., 1998;
YANG et al., 2006). Além disso, a pintura cromossdmica contribui na identificacéo
das taxas de mudancas da arquitetura cromossomica, possibilitando a correlagéo
entre as mudancas gendmicas com os padrdes de diversificacdo das espécies.
(RIBAS et al., 2013; SOTERO-CAIO et al., 2015).

Na familia Phyllostomidae estudos de citogenética comparativa por FISH
(ZOO-FISH) tém sido realizados utilizando sondas de cromossomos inteiros de
trés espécies: Phylostomus hastatus Pallas, 1766 (Phyllostominae), Carollia
brevicauda Schinz, 1821 (Carollinae) (PIECZARKA et al., 2005) e Macrotus
californicus (Macrotinae) (SOTERO-CAIO et al., 2013). Até o momento, dados de
pintura cromossdmica estao disponiveis para 29 espécies, representantes de 10
das 11 subfamilias, (dados de pintura sdo inexistentes apenas para espécies da
subfamilia Lonchorhininae), com o propédsito de contribuir para a reconstrucéo do
caminho evolutivo das espécies bem como o0s eventos de rearranjos
cromossOmicos na familia Phyllostomidae (Tabela 2) (PIECZARKA et al., 2005,
2013; SOTERO-CAIO et al., 2011, 2013, 2015; RIBAS et al., 2013, 2015; GOMES
et al., 2016, 2018; BENATHAR et al., 2019).

2.5.1 Subfamilia Phyllostominae (sensu BAKER et al., 2016)

Na subfamilia Phyllostominae praticamente todas as espécies foram

investigadas através das diversas técnicas citogenéticas classicas. Dentre
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espécies congenéricas, a maioria apresenta poucas variacdes cariotipicas,
entretanto, a subfamilia também possui espécies com altas taxas de rearranjos
cromossbmicos quando comparadas ao cariétipo ancestral da subfamilia
(PATTON e BAKER, 1978; BAKER e BICKHAM, 1980; RODRIGUES et al., 2000).
Estudos citogenéticos por meio de analises convencionais e de bandeamentos,
resumidos na Tabela 3, revelaram uma variacdo dentro da subfamilia de 2n = 16
em Tonatia saurophila a 2n = 34 em representantes do género Lophostoma
(BAKER, 1979; TUCKER e BICKHAM, 1986; BAKER et al., 2004; SOTERO-CAIO
et al., 2015).

Tabela 3. Dados citogenéticos para a subfamilia Phyllostominae.

Espécies 2n NF Técnicas Fonte
Tribo Macrophyllini
Macrophyllum macrophyllum 32 56 Conv. 1
Trachops cirrohosus 30 56 G, C,RONeFISH 2-4
Tribo Phyllostomini
Gardnerycteris crenulatum 32 60 G e ZOO-FISH (MCA) 5
G. keenani - - - -
G. koepckeae 32 60 Conv. 2
Lophostoma brasiliense 30 56 GeC leb6
L. carrikeri 26 46 Conv. 7
L. kalkoae - - - -
L. aequatorialis 34 62 G e ZOO-FISH (MCA) 5e8
L. silvicolum 34 60 G e ZOO-FISH (CBR e PHA) 6,8e 10
L. schulzi 28 36 GeC 1,9e18
L. evotis - - - -
Tonatia bidens* 16/26 20/38 C, RON e FISH 3ell
T. saurophila** 16 20/22 G, C, RON e ZOO-FISH 5,10e12

(MCA, CBR e PHA)

Phylloderma stenops 32 58 RON e FISH 1-3e6
Phyllostomus discolor 32 60 G e ZOO-FISH (PHA) 3,10e 13-15
P. elongatus 32 58 Conv. RON e FISH 3el6
P. hastatus 32 58 G e ZOO-FISH (CBR) 14-15e 17
P. latifolius 32 58 Conv. 18
Tribo Vampyrini
Chrotopterus auritus 28 52 G,CeRON 15e19
Mimon bennettii 30 56 G 7
M. cozumelae 34 60  Conv. 2
Vampyrum spectrum 30 56  Conv. 6e?2

Nota: Conv.: coloragdo convencional; G: bandeamento G; C: bandeamento C; RON: Impregnacgéo
de nitrato de prata na identificacdo de Regido Organizadora de Nucléolo; FISH: telomérica e/ou
DNAr. ZOO-FISH: Sondas utilizadas em parénteses: Carollia brevicauda (CBR), Macrotus
californicus (MCA) e Phyllostomus hastatus (PHA). * A espécies T. bidens apresenta dois citotipos
descritos na literatura 2n = 16 NF = 20 e 2n = 26 NF = 38; ** T. saurophila com 2n =16 NF = 22 por
inversdo pericéntrica do par 4. Fonte: 1. BAKER et al. (1982); 2. BAKER (1979); 3. SANTOS et al.
(2002); 4. BARROS et al. (2009); 5. SOTERO-CAIO et al. (2015); 6. BAKER E HSU (1970); 7.
BAKER et al. (1981); 8. BAKER et al. (2004); 9. GENOWAYS E WILLIAMS (1980); 10. RIBAS et
al. (2015); 11. TAVARES et al. (2015); 12. BAKER (1970); 13. PATTON e BAKER (1978); 14.
RODRIGUES et al. (2000); 15. YONENAGA et al. (1969); 16. BAKER e BICKHAM (1980); 17.
PIECZARKA et al. (2005); 18. HONEYCUTT et al. (1980); 19. MORIELLE-VERSUTE et al. (1992).
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A tribo Macrophyllini constituida apenas por duas espécies de géneros
distintos, Macrophyllum macrophyllum Schinz, 1821 (2n = 30 NF = 56) e Trachops
cirrhosus Spix, 1823 (2n = 30 NF = 56), sdao pouco caracterizadas
citogeneticamente. Andlises convencionais foram realizadas para as duas
espécies (BAKER et al., 1982), técnicas de bandeamento e FISH com sondas de
DNAr 18S apenas para T. cirrhosus (SANTOS et al., 2002; BARROS et al., 2009),
sendo possivel identificar algumas homologias com os cromossomos de Macrotus
waterhousii a partir de bandas G (BARROS et al.,, 2009). A tribo Vampyrini
composta pelos géneros Mimon, Chrotopterus e Vampyrum, com apenas cinco
espécies, apresenta variacdo cromossoémica de 2n = 28-34 (Tabela 3) (BAKER e
HSU, 1970; BAKER, 1979; BAKER et al.,, 1981; YONENAGA et al., 1969;
MORIELLE-VERSUTE et al., 1992).

Com relacédo a tribo Phyllostomini formada pelos géneros: Gardnerycteris,
Lophostoma, Tonatia, Phylloderma e Phyllostomus, dados citogenéticos sao
relativamente bem relatados com emprego de diversas técnicas, exceto para uma
espécie do género Gardnerycteris (G. keenani Hurtado e D’Elia, 2018) e duas
espécies do género Lophostoma que ndo possuem dados citogenéticos descritos
na literatura (Lophostoma kalkoae Velazco e Gardner, 2012 e L. evotis Davis e
Carter, 1978). A tribo apresenta numero cromossémico variando de 2n = 16-34,
com o género Lophostoma, representado por sete espécies, apresentando maior
variacdo de numero diploide (Tabela 3) (BAKER e HSU, 1970; BAKER et al.,
1982; BAKER et al.,2004).

Mesmo apresentando espécies com grandes similaridades cromossémicas,
a subfamilia Phyllostominae apresenta linhagens com taxas de evolucao
cromossdmica distintas. Na tribo Phyllostomini, por exemplo, é possivel observar
a presenca de conservadorismo cromossémico entre os géneros Gardnerycteris,
Phylloderma, Phyllostomus e em algumas espécies de Lophostoma, até altos
niveis de rearranjos encontrados em Tonatia saurophila evidenciados a partir de
bandas G e ZOO-FISH (PATTON e BAKER, 1978; BAKER e BICKHAM, 1980;
RIBAS et al., 2015; SOTERO-CAIO et al., 2015).

Dados citogenéticos para o0 género Tonatia foram primeiro descritos para
espécimes identificados como T. bidens com ndimero cromossodmico 2n = 16 e NF
= 20 na América Central e norte da Ameérica do Sul (BAKER, 1970; BAKER e
HSU, 1970; PATTON e BAKER, 1978; BAKER e BICKHAM, 1980). Contudo, ap6s
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as consideracdes taxondmicas propostas por WILLIAMS et al. (1995), todos os
espécimes estudados foram reidentificados como T. saurophila. A primeira
descricao cariotipica para T. bidens em seu local de ocorréncia, ap6s WILLIAMS
et al. (1995), foi realizada por SANTOS et al. (2002) que analisaram um espécime
com 2n = 16 e NF = 20, no estado de Pernambuco, pela impregnacdo com nitrato
de prata (AgNO3) e FISH com DNAr 18S. Historicamente para os pesquisadores,
as duas espécies do género compartiihavam a mesma férmula cariotipica. No
entanto, as duas espécies descritas para 0 género sdo simpatricas na regiao
Nordeste do Brasil e ainda € incerto se o caritipo descrito para a regido
corresponde a T. bidens ou T. saurophila.

Atualmente, existem descricbes cariotipicas para a espécie T. saurophila
com 2n = 16 e NF = 20 para espécimes provenientes da regido norte e centro-
oeste do Brasil (RIBAS et al., 2015; TAVARES et al., 2015), além de 2n = 16 com
NF=22 na Costa Rica e Equador, o qual diferia dos demais por uma inversao
pericéntrica no par cromossomico 4 (SOTERO-CAIO et al., 2015). Esses dados
sdo semelhantes aos descritos para a espécie nas décadas de 70 e 80 (BAKER,
1970; BAKER e HSU, 1970; PATTON e BAKER, 1978; BAKER e BICKHAM,
1980). Em contrapartida, um cariotipo com 2n = 26 e NF = 38 foi descrito por
TAVARES et al. (2015) para espécimes identificados como T. bidens na regido
centro-oeste do Brasil, caracterizados morfologicamente, por analise de
citogenética convencional, bandeamento C e pelo sequenciamento do gene COI,
esse ultimo, em apenas um espécime. A conexdo da amostra cariotipica com o
marcador molecular foi bem-sucedida na ligacdo do cari6tipo ao género. Contudo,
0 barcode desse espécime ndo pdde ser diretamente associado a espécie T.
bidens, devido a auséncia de outras sequéncias deste gene para a espécie
disponiveis em bancos de dados.

Na familia Phyllostomidae as sequéncias de genes mitocondriais mais
comumente utilizadas e disponiveis para T. bidens estdo representadas por
outros marcadores, como o gene RNAr 12S e 16S, e o cyt-b. Dessa forma, apesar
de forte indicagdo, como nenhuma dessas sequéncias foram utilizadas no
trabalho de TAVARES et al. (2015) para uma comparacdo com diferentes
sequéncias disponiveis, nao foi possivel definir se o0 espécime investigado
representava uma nova linhagem para o género ou se realmente correspondia a
T. bidens.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar citogeneticamente e filogeneticamente espécimes de Tonatia
bidens, relacionando as caracteristicas encontradas com as de outros
representantes do género e da subfamilia Phyllostominae e contextualizar os
dados obtidos com a evolugdo cromossbmica e sisteméatica da familia

Phyllostomidae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar o cariotipo de T. bidens considerando numero e morfologia
cromossOmica;

2. ldentificar rearranjos na arquitetura cromossomica de T. bidens em
comparacao a Macrotus californicus através da pintura cromossémica, e
comparar com dados de outros representantes da familia Phyllostomidae;

3. Caracterizar o genoma mitocondrial de T. bidens;

4. Fazer andlises filogenéticas utilizando dados de marcadores mitocondriais
e amostras do género Tonatia (bidens e saurophila) e outros filostomineos,

a fim de testar a identidade atribuida aos T. bidens de cariétipos incomuns;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AMOSTRAGEM

Um espécime macho morfologicamente identificado como Tonatia bidens
Spix, 1823, coletado durante uma expedicdo no Parque Estadual Pedra da Boca
no municipio de Araruna no estado da Paraiba, nordeste do Brasil (6° 27' 32.2"S,
35° 40" 454" W) em 2004, foi utilizado para andlises citogenéticas e
sequenciamento de genoma mitocondrial. A captura do exemplar, com auxilio de
redes de neblina “mist nets”, foi realizada nas proximidades de uma caverna do
parque, utilizando licenga do IBAMA numero 12264-1. O espécime foi depositado
na Colecdo de Mamiferos do Departamento de Sistematica e Ecologia, da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Sequéncias disponiveis no GenBank
foram utilizadas nas analises filogenéticas para representantes do género Tonatia
e outros filostomideos, 46 sequéncias do gene COI, 31 do gene cyt-b e 21 do
fragmento RNAr 12S-16S e RNAtV2, cujo nimeros de acessos estdo listados nos
Apéndice A e B. Além disso, dados citogenéticos para representantes do género
Tonatia foram compilados a partir de literatura disponivel e integrados as analises

comparativas.

4.2 ANALISE CITOGENETICA: PREPARACAO CROMOSSOMICA E
CITOGENETICA CLASSICA

421 Coloracao Convencional

A técnica de extracdo direta de medula 6ssea foi usada para obtencdo das
preparacdes cromossdmicas (BAKER et al., 2003a), o material em suspensao
fixado estd depositado no Laboratério de Genética e Citogenética Animal e
Humana (LGCAH) da UFPE, sob numero de identificacdo M829. Laminas das
preparacdes cromossdmicas foram coradas através de solucdo de Giemsa 5%
por 7 min. Os cromossomos foram caracterizados de acordo com sua morfologia
e organizados de forma decrescente de tamanho. A analise cromossémica foi
realizada em microscopia optica (Olympus CX21FS1) em campo claro e com

objetivas de imerséo (100x).
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4.2.2 Impregnacdo com nitrato de prata (AgNO3)

A impregnagdo com nitrato de prata (AgNO3), técnica para deteccédo de
ribonucleoproteinas, que permite localizar a Regido Organizadora de Nucléolo
(RON), seguiu o procedimento de HOWELL e BLACK (1980). Nas laminas foi
utilizada uma gota de solucédo de gelatina 2% (Gelatina em po (Vetec) em H20 +
acido formico) juntamente com duas gotas de solucdo de nitrato de prata a 50%
em agua. Apos cobertas com laminulas, as laminas foram mantidas em camara
Umida a 70 °C, durante 3 a 5 min, lavadas com agua e apos secas, analisadas por

microscopia Optica em campo claro.

4.3 PINTURA CROMOSSOMICA UTILIZANDO SONDAS DE Macrotus
californicus (MCA)

Sondas cromossomo-especificas de Macrotus californicus (MCA) (2n = 40,
XY) foram obtidas por SOTERO-CAIO et al. (2013), através de separacao por
citometria de fluxo e marcadas por reacdo em cadeia da polimerase com
oligonucleotideos degenerados (DOP-PCR), totalizando 19 sondas de
cromossomos autossémicos e dos cromossomos X e Y separadamente. A pintura
cromossOmica usando sondas cromossOmicas totais de MCA seguiu 0s
protocolos descritos por YANG et al. (1995) e VOLLETH et al. (2002) com
algumas modificacfes detalhadas em SOTERO-CAIO et al. (2013). No presente
trabalho, foram utilizadas 15 das 21 sondas de forma que as sondas
correspondentes aos cromossomos MCA Y, 3, 5, 8, 10 e 19 n&o foram utilizadas
nas hibridizacées.
Em detalhe, as laminas com preparacfes cromossdémicas foram submetidas
a um pré-tratamento em pepsina 0,005% em HCI 0,01M por 1 — 1 min 30 s a 37
°C e a uma série de etanol em temperatura ambiente (70, 85 e 100%, por 3 min
cada). Em seguida, foram desnaturadas em uma solucdo de 70% formamida /
30% 2XSSC a 75 °C por 7-8 min e submetidas a uma série gelada de etanol. As
misturas de hibridizacéo foram preparadas usando 0,8 — 1,34 pL de sonda em 2,2
— 3,66 pL de solucao de hibridizacdo, de acordo com a area da laminula (15x15
mm?2 e 18x18 mmz?, respectivamente); para experimentos com dupla sonda, 1,34
uL de cada produto de DOP-PCR foram coprecipitados e ressuspendidos em 4 uL

de solucéo de hibridizacdo (1 ml Formamida [Sigma]; 400 uL 50% Dextran sulfato;
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200 pL 20XSSC em 400 pL H20 Mili-Q). As sondas em mistura de hibridizagéo
foram desnaturadas a 75 °C por 7 min e posteriormente aplicadas nas laminas. A
etapa de hibridizacdo ocorreu a 37 °C durante um periodo de 72 h em camara
uamida.

Para a remocao de marcacdes inespecificas, apos a hibridizacao, as laminas
foram lavadas em 1XSSC a 75 °C por 2 min, seguidas de lavagem em 2XSSC a
temperatura ambiente pelo mesmo tempo. As laminas foram incubadas em
solugéao bloqueadora 1X (Vector laboratories) por 20 min a 37 °C. As detecc¢bes
foram realizadas usando Estreptavidina-FITC (1:500, Amersham Biosciences) e
Anti-Digoxigenina-Rodamina (1:200, Roche Applied Science) intercaladas com
etapas de lavagem em 4XSSCT (por trés vezes; 4 min cada) e uma lavagem em
4XSSC (3 min) a 37 °C. Todas as laminas foram tratadas com Actinomicina D
(AMD) e contracoradas com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) e montadas
com Vectashield (Vector laboratories). Os resultados foram visualizados a partir
de um microscopio Leica DMLB 5500B conectado a um sistema de fluorescéncia
e acoplados a uma camera. Os sinais das hibridizacdes e DAPI foram detectados
a partir de diferentes filtros. As imagens das células capturadas pelo software
Leica Las-AF foram ajustadas quanto ao brilho e contraste no Adobe Photoshop
CS5 e os ideogramas montados no Inkscape 0.92.

A escolha da sonda de MCA se deu pela hip6tese vigente de que o cari6tipo
do género Macrotus se apresenta prOximo ao proposto como ancestral para a
familia Phyllostomidae (Macrotus waterhousii, MWA, 2n = 46, XY; NF = 60), que
difere apenas por trés fusdes céntricas do cariétipo de MWA) (PATTON e BAKER,
1978; BAKER e BICKHAM, 1980). Portanto, a cada hibridizacdo foi possivel a
visualizacdo imediata dos rearranjos cromossOmicos, e qualquer variagdo ou
guebra de homologia das sondas de MCA representou evidéncia de que

rearranjos ocorreram na diferenciagéo do cari6tipo ancestral.

43.1 Andalise dos dados de ZOO-FISH

Com base no tamanho, morfologia e padroes de bandas AMD/DAPI dos
cromossomos, 0s sinais de hibridizacdo foram atribuidos a cromossomos

especificos ou a regides cromossdmicas. O contraste desse mesmo padrdo de
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bandas foi aprimorado no programa Adobe Photoshop CS5 e usado na analise de

dados, identificacdo e numeracao dos cromossomos.

4.4 ANALISE MOLECULAR: CARACTERIZACAO DA AMOSTRA, EXTRACAO
DO DNA E SEQUENCIAMENTO GENOMICO

A extracdo de DNA gendbmico do espécime de Tonatia bidens (M829) foi
realizada a partir do material em suspenséo fixado utilizando o kit DNeasy Blood
& Tissue (Qiagen). A retirada de fixador da amostra foi realizada através de duas
lavagens em 1XPBS (Life Technologies, pH 7,4) por 20 minutos cada e
posteriormente seguimos o protocolo para sangue sugerido pelo fabricante do Kkit.
A concentracdo de DNA foi determinada em um NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific) e a qualidade do DNA extraido visualizada por gel de agarose a 1%.

O sequenciamento gendmico shotgun foi obtido na plataforma lllumina
NextSeq 500 para o espécime (M829). Aproximadamente 1 ng do DNA extraido
foi utilizado para a preparacao das bibliotecas com o kit Nextera DNA Flex Library
Prep (lllumina), conforme as instru¢gdes do fabricante. Em seguida, as corridas de
sequenciamento foram realizadas com o kit NextSeq 500 v2 High-output
(Illumina), com 300 ciclos (2x 150 pb).

4.4.1 Montagem e caracterizagcdo do mitogenoma de T. bidens

O mitogenoma foi montado utilizando o programa NovoPlasty 3.6
(DIERCKXSENS et al., 2017), empregando os parametros recomendados para
montagem com reads lllumina paired-end. Posteriormente, o mitogenoma foi
anotado no MITOS 2 (BERNT et al., 2013), passando por checagens manuais
adicionais no Geneious Prime 2020.0.3 (Biomatters) utilizando o genoma
mitocondrial de Tonatia saurophila (NC_022426) como referéncia.

A visualizagdo da organizacdo dos genes no mitogenoma de T. bidens foi
realizada utilizando a plataforma OGDRAW verséo 1.3.1 (GREINER et al., 2019),
enguanto sua composicao de bases e codon usage foi acessada com o programa
Geneious Prime 2020.0.3. Andlises de estruturas secundarias dos genes de
RNAts foram feitas no tRNAscan-SE 1.21 (CHAN e LOWE, 2019) e confirmadas
no MITOS 2 (BERNT et al.,, 2013). As estimativas de vieis A+T e G+C foram
calculadas usando as formulas AT=(A-T)/(A+T)eGC=(G-C)/ (G +C)
(PERNA e KOCHER 1995).
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4.4.2 Andlises Filogenéticas

e DNA barcode

As sequéncias do gene COI (sigla sinbnima cox1) utilizadas para a
reconstrucao filogenética, com nimeros de acesso listados na Tabela 7 (Apéndice
A), foram as mesmas usadas por TAVARES et al. (2015). A escolha desse grupo
de dados obijetivou facilitar a comparacéo e delimitacdo da posicao taxondmica do
espécime de T. bidens (M829) em meio a outros filostomineos, estabelecendo ao
mesmo tempo uma conexdo com o espécime T. cf. bidens (2n = 26 NF = 38)
analisado por TAVARES et al. (2015). As sequéncias foram alinhadas no
MUSCLE (EDGAR, 2004) incorporado ao pacote MEGA X (KUMAR et al., 2018).
Posteriormente o melhor modelo evolutivo foi escolhido no MEGA X para o
método de Maximum Likelihood (ML) e a construcdo da éarvore foi realizada

usando o modelo evolutivo GTR+G+I, com 1000 réplicas de bootstrap.
e Genes cyt-b e RNAr 12S-16S - RNAtVa

Reconstrucdes filogenéticas com sequéncias de varios genes mitocondriais
foram realizadas para delimitar a posi¢do taxonémica do espécime de T. bidens
(M829) em comparagdo a outros representantes do género Tonatia. Em nossas
analises incorporamos as sequéncias do gene cyt-b obtidas por HOFFMANN et
al. (2008) e VELAZCO e CADENILLAS (2011). Para o fragmento concatenado
dos genes RNAr 12S-16S — RNAtVa incorporamos as sequéncias obtidas por LEE
et al. (2002), BAKER et al. (2003b) e PORTER et al. (2003). As constru¢cdes das
filogenias incluiram sequéncias de outros representantes da subfamilia
Phyllostominae e de Desmodontinae como grupo externo. Sequéncias e
respectivos nimeros de acesso estao listados na Tabela 8 (Apéndice B).

Trés matrizes de alinhamentos foram construidas: (1) todos os cyt-b, RNArs
e RNAtV® concatenados; (2) apenas sequéncias do gene cyt-b; e (3) apenas
sequéncias de RNA (RNAr 12S-16S — RNAtV) concatenadas. Para a primeira
matriz combinamos as sequéncias de individuos diferentes da mesma espécie
devido a auséncia de dados para o mesmo individuo na maioria dos taxons, como
realizado por HOFFMANN et al. (2008). As sequéncias foram alinhadas no
MUSCLE no pacote MEGA X. Posteriormente foram avaliadas as distancias
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genéticas (p-distance) no pacote MEGA X para a matriz de dados formada pelo
gene cyt-b. Com base nos alinhamentos, foram construidas as arvores por meio
do método ML. Selecionamos o melhor modelo de substituicdo de nucleotideos
com base no Akaike Information Criterion (AIC) (AKAIKE, 1974), no pacote MEGA
X. Realizamos as andalises no mesmo programa com modelo evolutivo GTR+G
para a primeira matriz de dados e GTR+G+| nas matrizes seguintes. Os valores
de suporte foram calculados a partir de 1000 réplicas (bootstrap) para as trés

matrizes de alinhamento.



48

5 RESULTADOS
5.1 DESCRICAO CARIOTIPICA DE Tonatia bidens (TBI)

Citogenética classica

Tonatia bidens (M829) apresentou um cariétipo 2n = 25,XY e numero
fundamental NF = 38, com sete cromossomos metacéntricos (pares 6, 10 e 11;
rob(2;3)), quatro submetacéntricos (pares 4 e 8), quatro subtelocéntricos (pares 1
e 9) e oito acrocéntricos (2 e 3; pares 5, 7 e 12) (Figura 8a). O sistema de
determinacdo sexual é do tipo simples, com o cromossomo X subtelocéntrico
pequeno e o cromossomo Y acrocéntrico diminuto (Figura 8a). O espécime possui
um grande cromossomo metacéntrico sem par, cuja origem foi confirmada em
seguida pela ZOO-FISH, como sendo um rearranjo de translocacéo
Robertsoniana entre os cromossomos 2 e 3. A impregnacdo com o nitrato de
prata revelou a Regido Organizadora de Nucléolo (RON) na por¢ado distal do
brago longo do par acrocéntrico 12 (Figura 8b).
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Figura 8. Andlise citogenética classica em Tonatia bidens. a) Coloragdo convencional 2n = 25,XY
rob(2;3) e NF = 38; b) Impregnacdo com AgNOs. Setas indicam a localizacdo da RON no
par 12.

Pintura Cromossdmica em Tonatia bidens (TBI)

As hibridizagbes com sondas cromossomo-especificas de Macrotus
californicus (MCA) no genoma de Tonatia bidens (TBI) revelaram um cariotipo

extremamente rearranjado. Foram detectados 21 pares de segmentos homologos
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com o uso de sondas correspondentes a 15 cromossomos de M. californicus
(Figura 9).
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Figura 9. Homologias cromossdmicas de Macrotus californicus (MCA) no cariétipo de Tonatia
bidens (TBI). As correspondéncias cromossdmicas entre as duas espécies sao
mapeadas (numero) a direita de cada cromossomo em DAPI invertido. NUmeros em
vermelho representam marcacfes que necessitam de mais experimentos para sua
confirmac&o. A direita, representacdo esquematica de cada par cromossémico, com
respectivas regides de homologia a cromossomos de MCA de acordo com o codigo de
cores incluido na parte inferior da imagem; A cor branca corresponde a sondas de MCA
com as quais experimentos nao foram realizados. Nota: * = cromossomos de outra
metafase.

A marcacdo com apenas uma sonda de Macrotus ocorreu em dois
cromossomos inteiros de T. bidens: TBI 10 (MCA 9) e TBI X (MCA X), revelando
um cromossomo sexual X com morfologia subtelocéntrica e eliminando a
possibilidade de que o grande cromossomo metacéntrico observado
correspondesse ao cromossomo X (Figura 9 e 10a). Hibridizacbes de
cinco sondas autossémicas de Macrotus indicaram que o individuo analisado é
heterozigoto para uma translocacdo Robertsoniana (Figura 9). Os cromossomos
envolvidos na translocacdo representam as seguintes homologias: TBI 2 (MCA
2/15) e TBI 3 (MCA 1/MCA 4/MCAT7) (Figura 10d).

Cinco sondas de Macrotus tiveram homologias em um segmento
cromossOmico de T. bidens (ex. MCA11 = TBI 9; MCA 18 = TBI 4 e MCA 16 = TBI
1) (Figura 10 b-c). Adicionalmente, seis sondas de MCA apresentaram dois sinas
de fluorescéncia com marcac6es em pares cromossémicos distintos de T. bidens:
MCA 1 (TBI 3 e 6), MCA 2 (TBI 2 e 5), MCA 4 (TBI 3 e 8), MCA 6 (TBI 7 e 8),
MCA 7 (TBI 3e 9) e MCA 13 (TBI 1 e 4).
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Figura 10. Imagens representativas de hibridiza¢des in situ com sondas de Macrotus californicus (MCA) em metafases de Tonatia bidens (TBI). Sondas
utilizadas estéo indicadas no canto superior esquerdo das fotomicrografias. Em a, b e ¢, exemplos de sondas autossdmicas e sexual de MCA em
TBI. Em d, resultados e esquema compilatério da pintura cromossdmica mostrando 0 rearranjo no novo citotipo de T. bidens (2n =
25,XY,rob(2;3)); as sondas envolvidas na translocacdo sédo apresentadas com sua marcacdo nos cromossomos e identificadas ao lado de cada
cromossomo em DAPI invertido.
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52 MITOGENOMA DE T. bidens: CARACTERIZACAO E ANALISES
FILOGENETICAS

O mitogenoma de T. bidens € composto por uma molécula de DNA circular
com comprimento total de 16.717 pb (Figura 11). A partir da anotacdo, foram
identificados 37 genes no mitogenoma que correspondem a 13 genes
codificadores de proteinas (GCPs), dois genes de RNA ribossomal (RNAr) e 22
genes RNA transportador (RNAt) (Tabela 4). O contetudo de nucleotideos GC e
AT é de 42,2% e 57,7%, respectivamente (0.1% corresponde a uma base nao
identificada K na posi¢cdo 2915 no mitogenoma). O mitogenoma mostrou viés de
composicao AT positiva (0.119) e GC negativa (-0.379).

COX1

16S rRNA

12S rRNA

Tonatia bidens
Genoma Mitocondrial
16,717 pb

Regido

CcoX3 \ Controle

NAD3

H = N
S1 L1 NAD5

NADH desidrogenase Il RNA transportador (tRNA)

Citocromo c oxidase I RNA ribossomal (FrRNA)

ATP sintetase Citocromo b

Figura 11. Representacdo esquematica do mitogenoma de T. bidens produzido na plataforma
OGDRAW (GREINER et al., 2019). Circulo interno corresponde ao contetido GC e o
circulo externo a representacéo dos diferentes genes. As sequéncias de RNAts estéo
identificadas pelas letras de seus respectivos aminoacidos.
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Tabela 4. Anotacao do mitogenoma de Tonatia bidens.

Posicéao Cdédon

Gene — - pb Anticobdon SP/EP Leitura
Inicio Fim Start Stop
tRNAPhe 1 70 70 GAA 0 +
rnS 71 1043 973 0 +
tRNAVa 1044 1111 68 TAC 0 +
rrnL 1112 2688 1577 2 +
tRNALeu 2691 2765 75 TAA 2 +
nadl 2768 3724 957 ATG TAA -1 +
tRNAlle 3724 3792 69 GAT -3 +
tRNAGIN 3790 3862 73 TTG 0 -
tRNAMet 3863 3932 70 CAT 0 +
nad2 3933 4976 1044 ATA TAG -2 +
tRNAT®P 4975 5042 68 TCA 5 +
tRNAAR 5048 5115 68 TGC 1 -
tRNAAsN 5117 5189 73 GTT 2 -
ORuLight 5192 5223 32 0 +
tRNACYs 5224 5289 66 GCA 3 -
tRNATY" 5293 5359 67 GTA 1 -
coxl 5361 6905 1545 ATG TAG 1 +
tRNASer 6907 6975 69 TGA 7 -
tRNAASP 6983 7049 67 GTC 1 +
cox2 7051 7734 684 ATG TAA 3 +
tRNALYs 7738 7805 68 TTT 1 +
atp8 7807 8010 204 ATG TAA -43 +
atp6 7968 8648 681 ATG TAA -1 +
cox3 8648 9432 785 ATG TA(A) -1 +
tRNAGSY 9432 9500 69 TCC 0 +
nad3 9501 9848 348 ATT TAA 0 +
tRNAAY 9849 9916 68 TCG 0 +
nad4L 9917 10213 297 ATG TAA -7 +
nad4 10207 11584 1378 ATG T(AA) 0 +
tRNAHis 11585 11652 68 GTG 0 +
tRNASer 11653 11712 60 GCT 1 +
tRNALeu 11714 11783 70 TAG -9 +
nad5 11775 13592 1818 ATA TAA -4 +
nad6 13589 14110 522 ATG TAA 6 -
tRNAG 14117 14184 68 TTC 4 -
cytb 14189 15328 1140 ATG AGA 0 +
tRNATH 15329 15394 66 TGT 0 +
tRNAPr 15395 15461 67 TGG 0 -
D-loop 15461 16717 1256 0 +

(+) representa a fita de leitura heavy (H) e (-) a fita de leitura light (L). SP: sobreposicdo de
nucleotideos; EP: espacadores intergénicos.

As regifes néo codificantes do mitogenoma de T. bidens sdo formadas pela
regido controle que esta localizada entre os genes trnP© e trnPh¢, com tamanho
total de 1.256 pb. Além disso, a anotacao indicou multiplas regides espacadoras
intergénicas variando de 1 — 7 pb, correspondendo a um total de 40 pb, e a maior



53

encontrada entre os genes trns®" e trnAsP, Em contraste, nove regides de
sobreposicoes foram detectadas, com tamanho total de 71 pb, das quais a
sequéncia de 43 pb abrangendo parcialmente os genes atp8 e atp6 é a maior
encontrada no mitogenoma de T. bidens.

O comprimento total dos GCPs identificados no mitogenoma de T. bidens foi
de 11.403 pb. Todos os GCPs sao codificados na fita H (heavy ou pesada),
exceto o gene nad6 na fita L (light ou leve) do DNA circular (Figura 11; Tabela 4).
O start cédon ATG € o mais frequente nos GCPs, excetos 0s genes nad2 e nad5
com o codon ATA e o0 gene nad3 com o codon ATT. Em relacdo ao stop cédon,
oito GCPs comumente usam o cddon TAA, dois genes usam o TAG e apenas 0
cyt-b termina com AGA. Cddons de terminacdo incompletos TA e T sao
encontrados nos genes cox3 e nad4, respectivamente (Tabela 4).

O mitogenoma contém 2 genes de RNArs, sendo um gene de subunidade
ribossomal maior (rrnL — RNAr 16S) e um de subunidade menor (rrnS - RNAr
12S) com tamanho total de 2.550 pb. Além disso, 22 RNAts encontrados no
genoma DNAmt de T. bidens variam em tamanho de 60 pb (RNAt-Serl) a 75 pb
(RNAt-Leu?2) (Tabela 4). Existem trés agrupamentos de RNAts no mitogenoma de
T. bidens, dos quais o principal (5 RNALts) esta localizado entre os genes nad2 e
coxl. As estruturas secundarias dos RNAts seguem a constituicdo em formato de
trevo, exceto do RNAt-Ser (GCT) (Apéndice C). Foram observados 8
pareamentos atipicos em algumas estruturas secundarias de RNAts; quatro deles
foram pareamentos A-C, trés U-U e um A-G.

Com base nos valores de quantidade relativa de codon usage do
mitogenoma de T. bidens, os cdédons mais frequentemente usados sdo CAA (GIn),
CCU e CCC (Pro). Em contrapartida, os aminoacidos encontrados em maior
guantidade no genoma mitocondrial sdo Leucina (6 cédons), Prolina (4) e Serina
(6). Os aminoacidos menos frequentes sdo Triptofano, Metionina e Cisteina
(Figura 12). As frequéncias de codons terminados em A/T sdo maiores do que 0s
terminados em G/C.
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Figura 12. Codon usage no genoma mitocondrial de Tonatia bidens. Frequéncia de codon usage
localizadas no eixo Y. Grupo de cédons para os respectivos aminoacidos estao
plotados abaixo do grafico com as respectivas cores associadas (eixo X).

Do ponto de vista filogenético, nossas analises incluiram diferentes grupos
de sequéncias mitocondriais disponiveis para a familia Phyllostomidae, as quais
incorporamos sequéncias da regido barcode do gene coxl (COIl), o gene
citocromo b (cyt-b) e o fragmento dos genes RNAr 12S-16S — RNAtV@ de T.
bidens (M829). O alinhamento para a analise filogenética com o gene cyt-b contou
com 31 sequéncias, e gerou 1.140 posi¢cbes de nucleotideos; para o gene COI foi
obtida uma matriz com 531 caracteres oriundas de 46 sequéncias utilizadas. Os
genes concatenados RNAr 12S-16S — RNAtV@ resultaram em uma matriz com
2.536 caracteres para 21 sequéncias. Finalmente, a matriz que incluiu todos os
genes exceto o COI concatenados, gerou 3.648 caracteres.

O cladograma gerado a partir da regiao barcode com o método de Maximum
likelihood (ML) resultou no agrupamento bem definido dos representantes do
género Tonatia (Figura 13). A sobreposicado de dados citogenéticos das espécies
do género a estes resultados mostrou que o espécime de T. bidens do nordeste
brasileiro com namero diploide 2n=25 e NF=38 é grupo irméo do espécime de T.
cf. bidens do centro-oeste com citétipo diferente (2n=26,NF=38), potencialmente
representando individuos de uma mesma espécie. Este clado bem suportado
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compartilha por sua vez, um ancestral comum com um clado formado por T.

saurophila de diversas regides, com pelo menos um individuo com 2n=16, NF=20.

Vale salientar que sequéncias barcode adicionais atribuidas a T. bidens nao

foram utilizadas devido a sua auséncia em bancos de dados.
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Figura 13. Filogenia molecular da regido barcode para a subfamilia Phyllostominae, construida a
partir do método de Maximum likelihood valores de bootstrap na parte superior de cada
clado. Dados citogenéticos para 0 género Tonatia inseridos em parénteses. As
espécies do género Tonatia foram recuperadas como um clado monofilético com valor
de bootstrap >50. No género, o primeiro grupo recuperado na filogenia esta formado
pelos representantes de T. saurophila, incluindo o espécime 2n=16 e NF=20, com
suporte alto (100). O segundo grupo resgata o clado formado pelos dois espécimes de
T. bidens com citétipos 2n = 25, NF = 38 e 2n = 26, NF = 38 fortemente suportado
(100).

A arvore filogenética derivada das andlises dos genes mitocondriais

concatenados (cyt-b + RNAr 12S-16S — RNAtV¥) apresenta poucas diferencas nas

topologias para subfamilia Phyllostominae (Figura 14). A monofilia da subfamilia

Phyllostominae foi bem suportada (99), bem como a organizacdo das trés tribos

do grupo com diferentes valores de suporte Vampyrini (100), Macrophyllini +

Phyllostomini (71) (Figura 14).

Em destaque, no género Tonatia com monofilia

bem suportada (100), o espécime do presente estudo esta agrupado com
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linhagens de T. bidens (100) de diferentes localidades. Além disso, foi observado
que o referido espécime do nordeste brasileiro se apresenta menos préximo a um
espécime brasileiro, aparecendo como uma linhagem separada a um
agrupamento entre representantes da espécie localizados no Paraguai e no
sudeste do Brasil (Figura 14). Esses resultados sdo semelhantes as filogenias
obtidas para os genes cyt-b e RNAr 12S-16S — RNAtV® separadamente (Apéndice
D). Nos resultados da arvore do gene cyt-b a separacdo entre localidades é mais
evidente por possuir mais sequéncias de Sao Paulo (Apéndice D).

100 Tonatia bidens (San Pedro - PAR)

100 Tonatia bidens (Sdo Paulo - BRA)

100 Tonatia bidens (Paraiba -BRA)

Tonatia saurophila (EQU + BRA)

100

Genéro Tonatia

o Tonatia saurophila (GUI + PAN)

Tonatia saurophila (GUF)

77

—_— Phyllostomini
Phyllostomus
Eil
91 Gardnerycteris
Phylloderma
7 { 47
e pr—— | ODhOStOMa €VOLtis
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> Lophostoma brasiliense
_|— Lophostoma schulzi
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75| Macrophyllum
| Macrophyllini
Trachops
Vampyrum oz
- 100 Vampyrini
Chrotopterus
Diphylla
99

100 Desmodus
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Figura 14. Filogenia molecular de genes concatenados (cyt-b; RNAr 12S-16S — RNAtVa) da
subfamilia Phyllostominae, construida a partir do método de Maximum likelihood com
valores de bootstrap na parte superior de cada clado. Localizacdo dos espécimes do
género Tonatia com siglas dos paises descritas em parénteses: BRA — Brasil; EQU —
Equador; GUI - Guiana; GUF — Guiana Francesa; PAN - Panama e PAR — Paraguai.

Para as distancias genéticas calculadas a partir de dados pareados entre as
espécies utilizadas na filogenia com sequéncias do gene cyt-b, observamos altas
taxas de diferenciacdo genética entre géneros distintos, com valores mais altos
correspondendo a comparagcfes entre membros de subfamilias diferentes. Por
exemplo, a distadncia genética entre o espécime de T. bidens (M829,
Phyllostominae) e Desmodus (Desmodontinae) é de 16,75%. Entretanto, valores

altos sao ainda encontrados entre membros de uma mesma subfamilia, por
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exemplo 15,92% entre T. bidens e Lophostoma occidentalis (Phyllostominae)
(Tabela 5).

No género Tonatia, a distdncia genética entre T. bidens (M829) e T.
saurophila varia de 12,02% a 13,7% para diferentes localidades, semelhante as
distancias vistas para T. bidens de San Pedro (Paraguai) e Sédo Paulo (Brasil) em
comparacao a T. saurophila (Tabela 5). Por outro lado, os valores de distancia
genética entre representantes de T. bidens é mais baixa; por exemplo T. bidens
do Nordeste (M829) diverge das amostras do sudeste em 3,42%, diferenca menor
para o Paraguai (3,33%). Em contrapartida, os espécimes localizados no sudeste
brasileiro e no Paraguai possuem distancias genéticas entre si baixas com
apenas 0,09% (Tabela 5).

Tabela 5. Comparacdo da disténcia genética do gene citocromo b (cyt-b) entre o espécime de
Tonatia bidens do nordeste brasileiro (M829 - TBI) e alguns representantes da
subfamilia Phyllostominae. Valores estimado (%) usando o p-distance no MEGA X.

Comparagao p-distance (%)
Intergenérica (Desmodontinae) Grupo externo

TBI — Desmodus 16, 75

TBI — Diaemus 16,93

TBI — Diphylla 18,6
Intergenérica (Phyllostominae)

TBI — Chrotopterus* 17,54

TBI — Vampyrum 14,3

TBI — Trachops* 16,67

TBI - Macrophyllum 18,51

TBI — Phylloderma 14,04

TBI — Phyllostomus hastatus 13,68

TBI — P. elongatus 14,84

TBI — Gardnerycteris 14,35

TBI — Lophostoma brasiliense* 14,21

TBI - L. carrikeri* 14,87

TBI — L. evotis 13,86

TBI — L. occidentalis* 15,92

TBI — L. schulzi* 13,99

TBI — L. silvicola 13,16
Intragenérica

TBI - T. saurophila (GUI/PAN/GUI) 12,02/13,7/12,11
TBI - T. bidens (S&o Paulo -BRA) * 3,42

TBI - T. bidens (San Pedro - PRA) 3,33

T. bidens (San Pedro - PAR) - T. bidens (S&o Paulo -BRA) 0,09

T. bidens (S&o Paulo -BRA) - T. saurophila (GUI/PAN/GUI) 12,46 /12,72 /12,37
T. bidens (San Pedro - PAR) - T. saurophila (GUI/PAN/GUI) 12,37 /12,63/12,28

Nota: * corresponde a média da distancia genética entre individuos da mesma espécie. Siglas dos
paises descritas em parénteses: BRA — Brasil; EQU — Equador; GUI — Guiana; PAR — Paraguai e
PAN — Panama.
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6 DISCUSSAO
6.1 CARACTERIZACAO CITOGENETICA DE Tonatia bidens

Os resultados mostram que o cariotipo de T. bidens (2n=25 e NF=38) é
extremamente rearranjado quando comparado ao cariotipo ancestral para a
familia Phyllostomidae (Macrotus waterhousii 2n=46; NF=60). Essa inferéncia
deriva dos pressupostos da pintura cromossémica com o0 presente conjunto de
sondas, uma vez que M. californicus (MCA) possui cariétipo similar ao ancestral
(PATTON e BAKER, 1978; BAKER e BICKHAM, 1980; SOTERO-CAIO et al.,
2013). A maioria das espécies de Phyllostomidae apresentam cariotipos
derivados e distintos da composicéo cariotipica de Macrotus, como reportado em
representantes dos géneros Anoura e Glossophaga (Glossophaginae),
Lonchophylla (Lonchophyllinae) (SOTERO-CAIO et al.,, 2013), Lophostoma,
Gardnerycteris e Tonatia (Phyllostominae; SOTERO-CAIO et al., 2015), contudo
Tonatia parece apresentar uma maior quantidade de quebras de sintenia e
reorganizacao cariotipica do que outros géneros analisados até o presente.

Os dados obtidos a partir das andlises de citogenética classica para nosso
espécime de T. bidens (Tabela 6) mostraram-se similares ao cariétipo com 2n=26
e NF=38 recentemente descrito para a espécie (TAVARES et al., 2015). As
similaridades incluiram morfologia cromossémica e localizacdo da RON. As
comparacdes desses caribtipos sdo, portanto, a primeira evidéncia de que uma
constituicdo cromossdmica similar, embora ndo idéntica € encontrada para a

espécie em distintas regides do territério brasileiro (Mato Grosso e Paraiba).

Tabela 6. Dados citogenéticos comparativos para o género Tonatia.

Morfologia
Espécie Local 2n NF cromossomica RON Fonte
M/Sm St A
Paraiba -Brasil 25 38 11 4 8 Par 12 1
T. bidens  Mato Grosso - Brasil 26 38 10 4 10 Par 13* 2
Pernambuco - Brasil 16 20 6 - 8 Par 4 3
Trinidade
Amazonas, Pard e 16 20 6 - 8 Par 4/6** 2,4-5
T. saurophila Mato Grosso - Brasil
costa Rica e ;5 2 g : 6 Par 4 6

Equador

Nota: M: Metacéntrico; Sm: Submetacéntrico; St: Subtelocéntrico; A: Acrocéntrico e RON: Regido
organizadora de nucléolo. Nota: * Mesmo cromossomo referente ao par 12 de T. bidens (2n=25)
com base em morfologia; * Par 6 apresenta morfologia e banda G correspondente ao
cromossomo do par 4 em T. saurophila. Fonte: 1. Este trabalho; 2. TAVARES et al. (2015); 3.
SANTOS et al. (2002); 4. RIBAS et al. (2015); 5. PATTON e BAKER (1978); 6. SOTERO-CAIO et
al. (2015).
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A diferenca cromossdmica entre os espécimes de T. bidens, em termos de
morfologia e numero, pode ser explicada por apenas um rearranjo de
translocacdo Robertsoniana envolvendo os cromossomos acrocéntricos 2 e 3,
confirmada pela ZOO-FISH. A presenca do rearranjo em heterozigose no
individuo analisado no presente estudo sugere a existéncia de um polimorfismo
cromossOmico, 0s quais séo raros em populacdes de morcegos. Até o presente,
foram descritas apenas algumas espécies que desviam de um padréo cariotipico
intraespecifico estavel em Phyllostomidae: Uroderma bilobatum W. Peters, 1866,
gque apresenta representantes com translocacoes, fusdes e inversdes (BAKER e
LOPEZ, 1970; BAKER, 1979), e Gardnerycteris crenulatum Geoffroy St.-Hilaire,
1803 com duas inversdes em cromossomos nao fixadas (BAKER et al., 1972;
SOTERO-CAIO et al., 2015). Adicionalmente, na familia Emballonuridae, a
espécie Cormura brevirostris Wagner, 1843 se destaca por mdultiplas
translocacdes e formacdo de uma cadeia em anel em meiose composta por
quatro pares cromossOmicos, rearranjos estes provavelmente ja fixados para a
espécie (ARAUJO et al., 2016).

Até o momento, casos de heterozigose para translocacdes Robertsonianas
em autossomos foram reportados em apenas algumas espécies de
Phyllostomidae como: Mesophylla macconelli Thomas, 1901 (BAKER e HSU,
1970), U. bilobatum (BAKER, 1979), U. magnirostrum Davis, 1968 (BAKER e
LOPEZ, 1970) e Micronycteris hirsuta W. Peters, 1869 (RIBAS et al., 2013). Esse
altimo também considerado como exemplo de megaevolugcdo cariotipica por
BAKER e BICKHAM (1980) e BENATHAR et al. (2019). Adicionalmente, em
algumas espécies existem casos conhecidos de polimorfismo cromossémicos
fixados, por exemplo Rhinophylla pumilio W. Peters, 1865 (Rhinophyllinae)
(GOMES et al., 2012), e Rhogeessa tumida H. Allen, 1866 (Vespertilionidae)
(BICKHAM e BAKER, 1977), no qual nenhum cari6tipo heterozigoto ainda foi
relatado.

Além disso, para o género Tonatia, outra diferenca intraespecifica foi
descrita, envolvendo uma inversao pericéntrica entre espécimes de T. saurophila
(TSA) da Costa Rica e Equador descritas por SOTERO-CAIO et al. (2015).
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para descobrir se a inversao
existe em forma polimoérfica em alguma zona de contato, ou se sao rearranjos

fixados entre populacdes distintas.
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Em um contexto cromossdmico, os dados obtidos evidenciaram
diferencas ao nivel morfolégico, numérico e de distribuicio de RON entre
cariotipos descritos para as espécies do género Tonatia (Tabela 6). Nossos dados
de T. bidens (2n=25) quando comparados a T. saurophila (2n=16) (PATTON e
BAKER, 1978; RIBAS et al., 2015; SOTERO-CAIO et al., 2015) e T. bidens
(2n=16) (SANTOS et al., 2002), revelaram morfologia cromossdémica diferenciada
e distribuicdo de RONs em cromossomos distintos, localizada em um acrocéntrico
médio (T. saurophila e T. bidens, 2n=16, NF=20) ou submetacéntrico (T.
saurophila, 2n=16 NF = 22; inversdo). Ademais, nossa analise de citogenética
comparativa evidenciou que ainda é incerta a atribuicdo taxonémica do espécime
utilizado por SANTOS et al. (2002), devido a simpatria das duas espécies de
Tonatia para a regido nordeste do Brasil (WILLIAMS et al., 1995), mas como
indicado por seu cari6tipo de 2n=26/25, este individuo provavelmente consiste em
um espécime de T. saurophila.

A andlise comparativa dos nossos resultados de pintura cromossémica da
espécie T. bidens (TBI) com dados previamente publicados para a espécie T.
saurophila (TSA), por SOTERO-CAIO et al. (2015), revelaram compartilhamento
de segmentos cromossémicos associados entre as duas espécies do género
Tonatia, com destaque para os segmentos MCA2/15 e MCA1/4/7. Esses dados se
apresentam como uma forte evidéncia da ocorréncia de sintenia desses
segmentos no caridtipo ancestral do género. Adicionalmente, foi possivel
identificar uma inversdo do cromossomo X, que se apresenta com morfologia
submetacéntrica em TSA e subtelocéntrica em TBI.

A partir desses resultados foi possivel identificar cromossomos e grupos
sinténicos altamente conservados (MCA9; MCA12/2; MCA14/1 e MCA17/18) em
T. bidens, compartilhados por outros filostomideos (SOTERO-CAIO et al., 2013,
2015) dos quais, o segmento MCA17/18 é uma sinapomorfia da subfamilia
Phyllostomidae (SOTERO-CAIO et al.,, 2015). No entanto, no genoma T.
saurophila esses segmentos estdo em diferentes cromossomos (ex. MCA14 em
TSA2 e MCAl1l em TSA3), indicando que esses grupos sinténicos foram
envolvidos em rearranjos apos a divergéncia entre as espécies de Tonatia.
SOTERO-CAIO et al. (2015) identificaram 39 rearranjos unicos de fusao e fissdo

em T. saurophila, ao que tudo indica, com dificuldades em indicar o caminho na
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derivacdo do cariotipo de Tonatia a partir do ancestral da familia, estimando 13
eventos de fusdo em tandem.

Na familia Phyllostomidae diferentes linhagens tém varia¢cdes nas taxas de
evolucdo cromossémica, e os filostomineos em geral ndo demostram grandes
modificacdo em comparacdo ao cariotipo ancestral da familia Phyllostomidae
(PIECZARKA et al., 2005; RIBAS et al., 2015; SOTERO-CAIO et al., 2015).
Algumas linhagens néo relacionadas em subfamilias como Micronycterinae,
Glossophaginae (género Anoura) e Stenodermatinae (Vampyressa e Mesophylla)
(SOTERO-CAIO et al., 2013; GOMES et al., 2018; BENATHAR et al., 2019), além
da espécie T. saurophila (Phyllostominae) (SOTERO-CAIO et al., 2015) tém
demonstrado pouco conservadorismo cromossémico em comparacao ao cariétipo
ancestral da familia. SOTERO-CAIO et al. (2015) sugerem que 0s eventos
responsaveis pelas taxas de reorganizacdo da arquitetura cromossdomica de
géneros como Tonatia e Anoura estejam envolvidos em processos que ocorreram
independentemente na evolucdo de familia Phyllostomidae.

O género Tonatia foi descrito como detentor de uma das maiores taxas de
evolucdo cromossdmica entre os mamiferos (SOTERO-CAIO et al., 2015).
SOTERO-CAIO et al. (2015) sugeriram que todos 0s rearranjos presentes no
género haviam ocorrido antes da divergéncia das duas espécies em um tempo
extremamente curto de cerca de 6 Ma e que apo6s essa divergéncia, as duas
espécies teriam mantido um caribtipo estavel (com 2n=16) por cerca de 12 Ma
(HOFFMANN et al., 2008). Entretanto, nossos dados sugerem gue um menor
namero de rearranjos ocorreu antes da separacéo das duas linhagens.

Rearranjos autapomorficos ocorreram durante a divergéncia de cada
linhagem de Tonatia (ex. MCA7/11 e MCA17/18/13 em T. bidens). Além disso, ao
contrario de T. saurophila, T. bidens possui mais segmentos conservados
presentes no cariétipo ancestral da subfamilia Phyllostominae. Nossos dados
sugerem que T. bidens (2n=25) apresenta niveis de rearranjos menores quando
comparados a T. saurophila (2n=16). O género Tonatia divergiu ha cerca de 6 Ma
(HOFFMANN et al., 2008; SOTERO-CAIO et al., 2015), periodo em que o
mecanismo envolvido na remodelacdo cromossdmica no género continuou
ocorrendo nos dois cariétipos. Em T. bidens esse mecanismo ao que tudo indica
atuou em menor magnitude, mas, ainda em progresso visto que nossos dados

mostram a presenca de rearranjos em heterozigose.
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Diante disso, sugerimos que a identificacdo de grupos sinténicos em um
estado intermediario entre os cariotipos do clado TBI/TSA permitira a
determinacdo do caridtipo ancestral do género. Até o presente, nossos dados
sugerem que as associacdoes MCA9, MCA12/2, MCA14/1 e MCA17/18, presentes
no caridtipo de outros Phyllostominae, bem como segmentos em T. bidens
MCA2/15 e MCAL1/4/7, compartilhadas entre as duas espécies, compunham um
cariétipo no Tonatia ancestral com um numero diploide igual ou maior que o
encontrado em T. bidens. Ao que tudo indica, ndo apenas fusbes de
cromossomos presentes no ancestral de Tonatia (como por exemplo TBI 1+3)
foram fixadas em T. saurophila apds a separacdo das linhagens, mas também

inversdes foram necessérias para a derivacao do cariotipo atual de T. saurophila.

6.2 MITOGENOMA DE T. bidens: CARACTERIZACAO E TAXONOMIA
INTEGRATIVA

6.2.1 Caracterizacdo do Mitogenoma

Em termos de caracterizagdo mitogendmica, Tonatia bidens exibiu uma
conformacao tipica, com cerca de 16 kb, consistente com outras espécies de
morcegos e similar a outros vertebrados (PUMO et al., 1998; GISSI et al., 2008
MEGANATHAN et al., 2012; BOTERO-CASTRO et al., 2013; 2018). Mitogenomas
de mamiferos sé@o relativamente compactos e conservados, embora, algumas
regides de espacadores e sobreposicdo intergénicas sejam encontradas
(FERNANDEZ-SILVA et al., 2003). Em nossos resultados encontramos regifes
com essas caracteristicas no mitogenoma de T. bidens, mas que se mostram
pouco varidveis em morcegos (PUMO et al.,, 1998; MEGANATHAN et al.,
2012; LOPEZ-WILCHIS et al., 2017). Diferencas substanciais na estrutura
secundaria dos 22 RNAts ndo foram encontradas, a auséncia do braco D no
RNAt-Ser 2 é uma caracteristica predominante em mamiferos (HELM et al.,
2000).

A composicdo de bases na espécie T. bidens demostra que o viés de
nucleotideos GC foi negativo, bem como relatado para outros morcegos da familia
Phyllostomidae, Vespertilionidae e Mormoopidae (MEGANATHAN et al., 2012;
BOTERO-CASTRO et al., 2013; 2018). Mitogenomas com essa condi¢cdo contém
percentuais de AT acima de 50%, que determina as composi¢cdes de aminoacidos
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codificados no mitogenoma (BOTERO-CASTRO et al., 2018). Em comparacdes
realizadas por MEGANATHAN et al. (2012) com morcegos das familias
Vespertilionidae (3 spp.), Phyllostomidae (2), Mystacinidae (1), Rhinolophidae (3)
e Pteropodidae (3), observamos que os cdédons mais frequentes em T. bidens
(CAA (GIn), CCU e CCC (Pro)) apresentam percentuais de ocorréncia diferentes

entre as familias.

6.2.2 Taxonomia integrativa no género Tonatia

A Ultima revisdo morfologica realizada no género Tonatia, considerou o
género composto por duas espécies T. bidens e T. saurophila, com distribuicdes
distintas (WILLIAM et al.,, 1995). Até 2015, dados citogenéticos foram bem
relatados para T. saurophila (2n=16, NF=20/22) em diferentes localidades (RIBAS
et al., 2015; SOTERO-CAIO et al., 2015). Entretanto, para T. bidens,
caracterizacdes cariotipicas estavam limitadas a uma descricdo de um espécime
do nordeste brasileiro (2n=16, NF=20) (SANTOS et al., 2002). Esses dados eram
dessa forma, a Unica evidéncia de identidade cromossdmica idéntica para o
género Tonatia.

A caracterizacdo cito-taxonébmica do grupo foi questionada apenas em um
trabalho que relatou potencial diversidade cromossémica no género, atribuindo o
cariétipo 2n=26 e NF=38 a T. bidens (TAVARES et al. 2015). No entanto, esses
autores nao deram indicios moleculares mais robustos para comprovar o status
taxondmico de T. bidens e apesar de fornecerem dados de sequéncia barcode
para o exemplar analisado, a auséncia de outras sequéncias para a espécie para
serem usadas como referéncia impediram uma identificacdo molecular concreta
para o espécime. Nossos dados de marcadores mitocondriais se apresentaram
valiosos para confirmacao do status taxonémico desses individuos pois este é o
primeiro estudo que integra novos indicios, explorando diferentes metodologias e
incluindo diferentes individuos de T. bidens para estabelecer a atribuicbes
taxondmicas e conectar dados de sequéncias aos dados cromossémicos.

A integracdo de dados citogenéticos e marcadores moleculares foram
usados em diferentes grupos (PARLOS et al, 2014; LUKHTANOV e
IASHENKOVA, 2019) para estabelecer a conexdo entre o grupo taxonémico e a
constituicdo cromossdmica; esse enfoque garante a caracterizagdo genética

correta a espécie designada. Dados cariotipicos para T. bidens sdo insuficientes
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na literatura, contudo nossos dados possibilitaram a delimitacdo da posicao
taxonémica do espécime de T. bidens (2n=25 e NF=38), além de identificar
relacdo com o espécime T. bidens (2n=26 e NF=38) descrito por TAVARES et al.
(2015). Em uma filogenia do gene COI com informacdes citogenéticas inseridas
na arvore para o género, apoiamos o clado formado pelos dois espécimes
(bootstrap = 100) e entre o género Tonatia (bootstrap = 58), diferenciamos por
dados moleculares e citogenéticos a espécie T. bidens com 2n=26/25 e NF=38 e
T. saurophila com 2n=16 e NF=20, cujos caridtipos eram considerados até entdo
idénticos (2n=16, NF=20) (SANTOS et al., 2002; RIBAS et al., 2015; SOTERO-
CAIO et al., 2015).

Sequéncias associadas a T. bidens bem caracterizados morfologicamente
estdo representadas apenas para os genes cyt-b, RNAr 12S-16S — RNAtVa e
gene nuclear RAG2 (LEE-JR et al., 2002; PORTER et al., 2003; HOFFMANN et
al.,, 2008; VELAZCO e CADENILLAS, 2011). Nas filogenias de Maximum
likelihood dos genes cyt-b, do fragmento RNAr 12S-16S — RNAtV2 e de todos eles
concatenados recuperadas neste trabalho foram concordantes com outras
topologias para a subfamilia Phyllostominae (PORTER et al., 2003; HOFFMANN
et al., 2008). Além disso, o género Tonatia formando majoritariamente um grupo
monofilético bem definido com duas espécies T. bidens e T. saurophila, que forma
um grupo irmao com os demais géneros da tribo Phyllostomini (Lophostoma,
Gardnerycteris, Phylloderma e Phylostomus), foi recuperado. Esses clados
aparecem semelhantes a trabalhos prévios (LEE-JR et al., 2002; PORTER et al.,
2003; HOFFMANN et al., 2008).

Em contrapartida, recuperamos com suporte elevado o clado formado por
espécimes de T. bidens em diferentes localidades nos trés conjuntos de dados
(bootstrap > 70%). Diferente de PORTER et al. (2003) e HOFFMANN et al.
(2008), incorporamos um representante de T. bidens do nordeste brasileiro na
filogenia mitocondrial pela primeira vez. A partir disso, ficou evidente que existe
um consideravel grau de divergéncia entre as amostras brasileiras (Floresta
Atlantica nordeste vs. sudeste) na topologia das arvores e essa separacdo é
provavelmente resultante de barreiras geograficas na distribuicdo de T. bidens
que dificultem o fluxo genético. Estudos prévios descrevem evidéncias de divisdo
latitudinal da Floresta Atlantica em grupos como aves (CABANNE et al., 2007),
anfibios (FOUQUET et al., 2012) e pequenos mamiferos ndo voadores (COSTA,
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2003). O padrao da Floresta Atlantica norte vs. sul foi observado nas espécies de
morcegos Desmodus rotundus (MARTINS et al., 2007, 2009) e Carollia
perspicillata (DITCHFIELD, 2000), além disso, a possivel explicacdo sugerida
pelos autores para a estruturacdo filogeografica desses morcegos foram os
eventos de isolamento durante a fragmentacao natural da floresta (Pleistoceno).

As distancias genéticas entre os dois representantes do género Tonatia
variam de 12,02% a 13,7%, distancia alta também observado por PORTER et al.,
(2003) para outro conjunto de genes. Nossos dados atendem os critérios
propostos por BAKER e BRADLEY (2006) com taxas entre 5% - 14% de distancia
genética conhecidas para o gene cyt-b que separa espécie-irmas de mamiferos.
Valores semelhantes foram relatados para espécies irmas em outros géneros da
familia Phyllostomidae, como Glossophaga (HOFFMANN e BAKER, 2001),
Lophostoma (VELAZCO e CADENILLAS, 2011) e Lonchophylla (PARLOS et al.,
2014).

Os niveis de divergéncia das sequéncias nas linhagens de T. bidens em
diferentes localidades estdo abaixo 5%. Entretanto, as sequéncias
correspondentes a individuos do sul da América do Sul divergem entre si por
apenas 0.09%. Em contraste ao representante do nordeste do Brasil que possui
divergéncias relativamente altas 3,42 e 3,33% (S&o Paulo — Brasil e San Pedro —
Paraguai, respectivamente). Padrdes semelhantes de divergéncia genética
também foram observados em morcegos, como C. perspicillata (54 individuos), D.
rotundus (7), Myotys nigricans (4) e Artibeus fimbriatus (17), para a mesma regiao
de distribuicéo (Floresta Atlantica norte vs. sul) com taxas de < 2,5, 3,2, 4 e 2,2%,
respectivamente (DITCHFIELD, 2000), que sao Vvalores intraespecificos
esperados para espécies com estruturacdo geografica (BAKER e BRADLEY,
2006). Nossos dados sdo condizentes com a delimitacdo dessas amostras a
espécie T. bidens, contudo, a analise com mais individuos permitird investigar se
linhagens, ao norte e sul da distribuicdo da espécie, estdo seguindo caminhos

evolutivos independentes.
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CONCLUSOES

. O caridtipo de Tonatia bidens (2n = 25 NF = 38) € extremamente rearranjado
guando comparado ao de Macrotus californicus (2n = 40 NF = 60);

. Cromossomos de T. bidens (2n = 25 NF = 38) compartiiham homologias
cromossémicas com a espécie irma T. saurophila (2n = 16 NF = 20), além de
associacdes com outros filostomideos;

. O cariotipo de T. bidens (2n = 25 NF = 38) € idéntico ao de T. bidens (2n = 26
NF = 38) no Mato Grosso, em termos de morfologia cromossémica e sitios de
RON, com diferenca apenas na translocacao rob (2;3), esse rearranjo descrito
na Paraiba em forma polimoérfica, mas estudos adicionais serdo necessarios
para verificar se o rearranjo esta fixado em uma populacdo apresentando 2n =
24:

. O mitogenoma de T. bidens apresentou estrutura e composi¢cao consistente
com os relatados anteriormente para a familia Phyllostomidae;

. As analises filogenéticas para diferentes genes delimitaram com forte suporte a
monofilia da espécie T. bidens do nordeste brasileiro com diferentes linhagens
de S&o Paulo e do Paraguai.

. Com a integracao de diferentes dados provamos a atribuicdo cromossdémica 2n
=26 /25 NF = 38 a T. bidens. Além disso, citétipos em diferentes regides do
territorio brasileiro (Paraiba e Mato Grosso) pertencem a mesma espécie (T.
bidens), mas com presenca de rearranjo cromossOmico em heterozigose na
Paraiba;

. A descricdo e confirmacdo do cariotipo de T. bidens, permitiu identificar
diversidade cromossdmica até entdo nao atribuida para o género Tonatia, que
antes acreditava-se apresentar uma estabilidade cromossdomica entre seus
representantes (2n = 16);

. Embora, a conclusdo do mapeamento das sondas adicionais de Macrotus
sejam necessarias para recalcular as taxas de evolugdo de rearranjos
cromossOmicos no género Tonatia, n0s ndo podemos descartar a hipétese de

gue o género talvez apresente taxas de rearranjo menores.
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APEMDICE A - NUMERO DE ACESSO DAS SEQUENCIAS DO GENE COl.

Espécies NUimero de acesso GenBank
Tonatia saurophila JF449244  JF449240 JF449246 KR921590 JF455971 EU097052
T. bidens M829 KR921585

Micronycteris nicefori JF447753 EF080785

Trachops cirrhosus JQ601202 HQ919699

Gardnerycteris crenulatum JF454999  JF455005

Phyllostomus hastatus JF459228 JF447430

P. discolor KR921293 KR921592 KR921591

Macrophyllum macrophyllum  JF454932  JF454931

Phylloderma stenops HQ919735 HQ545674

Lophostoma brasiliense JF499025 JF499024

L. carrikeri JF454818 JF447661

L. schulzi EF080420 EU096769

L. evotis JF447263 JF446800

L. sivicolum KR921588 KR921589 KR921589 KR921587
Diphylla ecaudata JF448842  JF447244

Chrotopterus auritus HQ545685 HQ545442

Vampyrum spectrum EU097074 JF449362 JF449361

Desmodus rotundus HQ545487 JQ600003

Diaemus youngi JF447635 HQ545471

Nota: Amostras em negrito tém o cariétipo associado a sequéncia. Em verde sequéncia obtida no
presente estudo.
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APENDICE B - NUMERO DE ACESSO DAS SEQUENCIAS DO GENE CYT-B E
DO FRAGMENTO CONCATENADO RNAr 12S-16S — RNAtY@ SEPARADOS
POR TAXON E LOCALIZACAO.

GenBank numero de acesso

Espécies Localizagao co eyth
Chrotopterus auritus Suriname: Para FJ155481
Peru: Cusco AF411538
Nao informado KC783057
Desmodus rotundus Honduras: Atlantida FJ155477
México: Guerrero AF263228
Diaemus youngi El Salvador: La Paz* AF411534 FJ155475
Diphylla ecaudata México: Yucatan FJ155476
México: Yucatan AF411533
Gardnerycteris crenulatum Trinidade e Tobago: Trinidade* AF411543 FJ155478
Lophostoma brasiliense S:;r:"tﬁ)] to Takutu- Alto FJ155486
Guiana Francesa AF411544
Panama JF923842
L. carrikeri Guiana: Potaro—Siparuni JF923843
Guiana: Potaro-Siparuni JF923844
Nao informado AF411528
L. occidentalis Peru: Tumbes JF923847
Equador: Esmeraldas JF923848
L. evotis México FJ155491
México: Campeche AF411529
L. schulzi Guiana Francesa: Paracou FJ155485
Guiana: Barima-Waini* AF411532 JF923850
L. silvicola Paraguai: San Pedro* AF442092 FJ155493
L. silvicola Suriname: Marowijne AF263230
Macrophyllum macrophyllum Venezuela: Bolivar* AF411540 FJ155484
Phylloderma stenops Guiana: Distrito Berbice FJ155480
Suriname: Saramac AF411542
Phyllostomus hastatus Venezuela: Bolivar FJ155479
Venezuela: Bolivar AF411541
P. elongatus Nao informado KC783056
Tonatia bidens Brasil: Paraiba* M829 M3829
Brasil: Sao Paulo* AF442091 FJ155490
Brasil: Sao Paulo JF923863
Paraguai: Dpto. San Pedro* AF442091 FJ155489
T. saurophila S:;Z’;i}xm Tokiu-/\to FJ155488
Equador: Napo AF411531
Guiana: Alto Demerara-Berbice AF411530
Guiana: Berbice JF923864
Panama: Canal Zone FJ155487
Suriname AF179288
Guiana Francesa* NC_022428 NC_022428
Trachops cirrohosus Venezuela: Bolivar FJ155483
Guiana Francesa: Paracou* AF411539 DQ233669
Vampyrum spectrum Honduras: Atlantida* AF411537 FJ155482

Nota: Asterisco representa sequéncias de mesmo individuo. Em verde sequéncia obtida no
presente estudo.
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APENDICE C - ESTRUTURAS DOS 22 RNAts DO MITOGENOMA DE Tonatia

bidens.
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APENDICE D - FILOGENIA MOLECULAR DA  SUBFAMILIA
PHYLLOSTOMINAE, CONSTRUIDA A PARTIR DO METODO DE MAXIMUM
LIKELIHOOD VALORES DE BOOTSTRAP NA PARTE SUPERIOR DE CADA
CLADO. (A) FILOGENIA DO GENE CYT-B; E (B) DO FRAGMENTO
MITOCONDRIAL CONCATENADO RNAr 12S-16S — RNAtVa., LOCALIZACAO
DOS ESPECIMES DO GENERO Tonatia COM SIGLAS DOS PAISES
DESCRITAS EM PARENTESES: BRA — BRASIL; EQU — EQUADOR; GUI -
GUIANA; GUF — GUIANA FRANCESA E PAR — PARAGUAI.
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Phylloderma

99
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