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Resumo

O género Artibeus (Stenodermatinae) esta constituido por 18 espécies e possui
distribuicdo restrita a regido Neotropical. No Brasil foram formalmente registradas
apenas quatro espécies dos grandes Artibeus: A. lituratus, A. jamaicensis, A. obscurus e
A. fimbriatus. Neste trabalho foi realizado um estudo citogenético comparativo nos
grandes Artibeus através de técnicas diferenciais e moleculares de andlise
cromossOmica. As preparacdes cromossOmicas foram obtidas a partir de medula dssea
de A. obscurus (6 machos e 8 fémeas), A. fimbriatus (2 machos e 4 fémeas), A.
Jjamaicensis (8 machos e 5 fémeas) e A. lituratus (10 machos e 10 fémeas) coletados no
Estado de Pernambuco. O caridtipo das espécies analisadas estd constituido por
2n=30/31 (XX;XY1Y2) e namero fundamental (NF=56), diferindo entre si pelo
tamanho de Y; e Y,. O bandeamento C evidenciou blocos de heterocromatina
constitutiva (HC) nas regides pericentroméricas de todos os cromossomos, além de
pequenos blocos de HC na regido telomérica dos pares 5, 6, 7 ¢ X em todas as espécies.
Além disso, A. obscurus apresentou blocos intersticiais no braco curto e longo do par 1,
como também nos bragos longos dos pares 2, 5 e 6, e nos telomeros do braco curto do
par 9. Por sua vez, em A. jamaicensis observaram-se blocos teloméricos nos bragos
curtos dos pares 9 e 13, e blocos intersticiais nos bragos longos dos cromossomos 1, 2 e
6. A presenca de um bloco intersticial também foi verificada no brago longo do par 6
de A. lituratus. Em todos os individuos, o brago longo do X mostrou uma coloragao
diferencial em relagdo ao complemento cromossomico, € 0s acrocéntricos Y; ¢ Y>
mostraram-se heterocromaticos exceto por 4. jamaicensis, cujo Y, exibiu blocos
centroméricos e distais. Nas quatro espécies analisadas, as RONs estavam localizadas
nas contricdes secundarias dos pares 5, 6 e 7, exibindo varia¢do individual de
distribuicdo de atividade das RONs em cerca de trés a quatro cromossomos. Através da
coloragdo seqiiencial observou-se que os blocos heterocromaticos associados as RONs
em A. obscurus e A. fimbriatus apresentaram riqueza em pares de bases GC. O estudo
realizado proporcionou a analise comparativa das espécies, permitindo a visualizacdo
tanto de estruturas conservadas pelo género Artibeus como de divergéncias
caracteristicas de cada individuo, permitindo a correta individualizacdo de espécies que

ocorrem em simpatria no Nordeste brasileiro.

Palavras-chaves: Chiroptera, Artibeus, bandeamento C, Ag-RON, CMAj;, DAPL.
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1. Introducao

A ordem Chiroptera compreende, aproximadamente, 1113 espécies agrupadas
em 199 géneros, 18 familias e duas subordens: Megachiroptera (Pteropodidae) e
Microchiroptera, que possui 17 familias, das quais nove t€ém ocorréncia nas Américas,
estando todas representadas no Brasil: Emballonuridae, Furipteridae, Molossidae,
Mormoopidae, Natalidae, Noctilionidae, Phyllostomidae, Thyropteridac e
Vespertilionidae (Simmons, 2005).

A classificagdo taxonOmica dos quirdpteros, particularmente do género
Artibeus, ainda ¢ motivo de muitas controvérsias e tem sido sujeita a inumeras
alteragdes, com base no conjunto de caracteres avaliados. Em geral, sao analisadas
caracteristicas morfologicas e métricas, principalmente as do cranio, o que dificulta a
identificacdo de relacdes filogenéticas com base, apenas, em detalhes intensamente
envolvidos no processo adaptativo. Conseqiientemente ¢ importante a analise de outros
aspectos, entre os quais se destaca a caracterizagdo cariotipica, que permite avaliar os
padrdes da evolugdo cromossomica (Varella-Garcia et al., 1989; Taddei ef al., 1998;
Wetterer et al., 2000; Jones et al., 2002).

Dentre as técnicas amplamente utilizadas para o estudo citogenético de
morcegos, destaca-se o bandeamento G, que permite a identificacdo dos cromossomos €
de seus eventuais rearranjos. Adicionalmente, as técnicas de bandeamento C e de
coloragdo com nitrato de prata (AgNO;) que marcam regides de heterocromatina
constitutiva (HC) e regides organizadoras de nucléolos (RONs), respectivamente, tém
permitido a identificagdo de areas cromossomicas especificas. Dados da literatura,
referente a morcegos, mostram que espécies estreitamente relacionadas freqiientemente
apresentam padrdes de bandas G bastante conservados. Contudo, uma certa

diferenciagdo ocorre quanto aos padroes de bandeamento C e RONSs. Estes marcadores
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cromossomicos, aliados aos estudos taxondmicos tém auxiliado no melhor
entendimento dos mecanismos evolutivos responsaveis pelas divergéncias encontradas
nos diferentes grupos da ordem Chiroptera (Varella-Garcia et al., 1989; Souza e Araujo,
1990; Santos e Souza, 1998a, b; Rodrigues et al., 2000; Neves et al., 2001; Santos et al.,
2001; 2002; Leite-Silva et al., 2003).

Fluorocromos especificos para pares de bases AT (4,6-diamidino-2-fenilindol —
DAPI) ou GC (Cromomicina A; — CMA; e Mitramicina — MM), tém sido pouco
utilizados em morcegos. Apenas alguns representantes das familias Vespertilionidae,
Phyllostomidae e Molossidae foram estudados com esse enfoque (Bickham, 1987;
Ruedas et al., 1990; Santos e Souza, 1998a,b; Santos et al., 2001; Leite-Silva et al.,
2003; Barros, 2006). Esta metodologia revela padrdes de bandeamento fluorescentes ou
nao fluorescentes, que sdo interpretados em fungdo do conteudo de pares de bases de
regides cromossdmicas especificas, permitindo a caracterizagdo de diferentes classes de
HC (rica em pares de bases AT e/ou GC, ou sem especificidade) e da eucromatina
(bandas G e R) dentro ou entre caridtipos distintos (Sumner, 2003).

Neste estudo foi realizada uma andlise comparativa, através de marcadores
citogenéticos diferenciais (bandeamento C e coloracdo com AgNO;3) e moleculares
(triplice coloragdo CMA3/DA/DAPI), nos grandes Artibeus (A. obscurus, A. fimbriatus,
A. lituratus e A. jamaicensis) para avaliar e estabelecer os mecanismos evolutivos
atuantes na diferenciagdo desse grupo.

» Analisando o complemento cromossdmico (numero diploide, NF e sistema
sexual) em através da coloragdo convencional;
» Caracterizando o padrdo da heterocromatina constitutiva (HC) através do

bandeamento C com Giemsa (CBG) em A. obscurus, A. fimbriatus, A.

Jjamaicensis e A. lituratus para verificar padrdes espécie-especifico;
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» Identificando e avaliando a atividade das regides organizadoras de nucléolos
(RONSs), no complemento cromossdmico, através da coloragdo com o nitrato de
prata nas espécies analisadas.

» Utilizando fluorocromos base-especificos CMA; ¢ DAPI para qualificar a
cromatina de A. obscurus e A. fimbriatus, particularmente a HC e as regioes
espacadoras presentes nas RONs;

Além disso, essas técnicas foram tteis na avaliagdo e determinacdo de provaveis
diferenciagdes interespecificas que, aliadas a prévia andlise sistematica, poderao auxiliar

na correta individualizagdo dos representantes do género Artibeus.
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2. Revisao da Literatura
2.1 Aspectos Gerais da Ordem Chiroptera

2.1.1 Distribuicao e Ocorréncia

Os morcegos sao considerados o segundo grupo de mamiferos mais abundante,
representando cerca de 25% de todas as espécies deste grupo. Apresentam distribui¢do
mundial, incluindo grandes altitudes e ilhas remotas, como a Nova Zelandia, embora a
maioria das espécies ocorra nos tropicos (Altringham, 1996; Jones, 2002).

A ordem Chiroptera compreende, aproximadamente, 1113 espécies agrupadas
em 199 géneros, 18 familias e duas subordens: Megachiroptera e Microchiroptera. A
subordem Megachiroptera esta representada por uma unica familia, Pteropodidae,
ocorrendo nas regides tropicais e subtropicais da Africa, Sudeste da Asia, Austrilia,
Samoa e Ilhas Carolinas. Microchiroptera inclui 17 familias, cuja distribuicdo ¢
mundial, exceto nas regides polares ¢ em algumas ilhas distantes dos continentes.
Dessas familias, nove tém ocorréncia nas Américas, estando todas representadas no
Brasil:  Emballonuridae, Furipteridae, Molossidae, Mormoopidae, Natalidae,
Noctilionidae, Phyllostomidae, Thyropteridae e Vespertilionidae (Simmons, 2005).

A familia Phyllostomidae, representada pelos morcegos com folhas nasais do
Novo Mundo, ¢ um grupo bastante diversificado. Exibe o maior nimero de géneros (57)
e espécies (160) entre os Chiropteras Neotropicais, compreendendo 11 subfamilias
(Quadro 1): Carollinae, Desmodontinae, Glossophaginae, Glyphonycterinae,
Lonchophyllinae, Lonchorhininae, Macrotinae, Micronycterinae, Phyllostominae,

Rhinophyllinae e Stenodermatinae (Baker et al., 2003; Simmons, 2005).
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Quadro 1 — Classificagdo Sistematica de Phyllostomidae, segundo Baker et al. (2003).

Familia Phyllostomidae

Macrotinae Lonchophyllinae
Macrotus Lionycteris
Micronycterinae Lonchophylla
Micronycteris Platalina
Lampronycteris Carolliinae
Desmodontinae Carollia
Diphyllini Glyphonycterinae
Diphylla Glyphonycteris
Desmodontini Trinycteris
Desmodus Rhinophyllinae
Diaemus Rhinophylla
Lonchorhininae Stenodermatinae
Lonchorhina Sturnirini
Phyllostominae Sturnira
Macrophyllini Stenodermatini
Macrophyllum Vampyressina
Trachops Chiroderma
Phyllostomini Vampyriscus
Lophostoma Uroderma
Tonatia Vampyressa
Mimon Mesophylla
Phylloderma Vampyrodes
Phyllostomus Platyrrhinus
Vampyrini Mesostenodermatini
Chrotopterus Enchisthenina
Vampyrum Enchisthenes
Glossophaginae Ectophyllina
Glossophagini Ectophylla
Monophyllus Artibeina
Glossophaga Artibeus
Leptonycteris Dermanura
Brachyphyllini Stenodermatina
Brachyphylla Ariteus
Phyllonycterini Ardops
Erophylla Stenoderma
Phyllonycteris Centurio
Choeronycterini Pygoderma
Anourina Sphaeronycteris
Anoura Ametrida
Choeronycterina Phyllops
Hylonycteris
Choeroniscus
Choeronycteris
Musonycteris
Lichonycteris

Scleronycteris
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A subfamilia Stenodermatinae ¢ detentora da maior diversidade de géneros (20)
e espécies (62), em relagdao as demais subfamilias da ordem Chiroptera (Wetterer et al.,
2000; Jones et al., 2002; Baker et al., 2003). Através da analise, em conjunto, de
caracteres morfo-anatémicos (Wetterer et al., 2000), da utilizacao de gene nucleares —
RAG2 — (Baker et al., 2000) e de genes ribossomicos mitocondriais (Baker et al., 2003),
foram reconhecidas trés tribos para essa subfamilia: Sturnirini, Stenodermatini (subtribo
Vampyressina) ¢ Mesostenodermatini, que compreende quatro subtribos: Enchisthenina
(género Enchistenes), Ecthophyllina (género Ecthophylla), Artibeina (géneros Artibeus
e Dermanura) e Stenodermatina (géneros Ariteus, Stenoderma e Ametrida) (Baker et

al., 2003).

2.1.2 Caracteristicas Biologicas

Os morcegos compreendem aos Unicos mamiferos com asas, possuindo
caracteristicas morfologicas e fisioldgicas Unicas, que os capacitam ao voo verdadeiro
(Varella-Garcia e Taddei, 1989). Como ¢ sugerido por seu nome, “Chiroptera”
(cheir=mao, pteron=asa), estes organismos sofreram modificacdes em seus membros
superiores, pelo elongamento dos 0ssos metacarpiais e falanges, possibilitando assim o
controle e sustentagdo dos movimentos do patagio (membrana da asa). Apesar das
adaptacdes sofridas, a estrutura 6ssea dos membros que formam as asas (imero, ulna,
metacarpo e falanges) nao difere significativamente da dos demais mamiferos,
contrariamente ao observado nas aves e nos répteis voadores extintos (Altringham,
1996; Jones, 2002).

Embora a capacidade de véo seja a qualidade mais marcante dos morcegos,
considera-se que suas caracteristicas faciais apresentam, possivelmente, o maior grau de

variagdo em relacdo a qualquer outro grupo de mamiferos. Estas se encontram
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intrinsecamente relacionadas com as suas diferentes dietas ¢ métodos de obtencao de
alimento. De acordo com seus habitos alimentares, os morcegos podem ser classificados
em seis categorias distintas: frugivoros, insetivoros, nectivoros, onivoros, hematofagos e
piscivoros (Hill e Smith, 1984; Altringham, 1996).

A ampla diversidade morfoldgica exibida pela ordem Chiroptera ¢, em parte,
conseqiiéncia de modificacdes inerentes a sua dieta e a seus nichos ecologicos. Segundo
Baker et al. (2003), o cerne das divergéncias quanto a reconstru¢do da histéria
filogenética da familia Phyllostomidae envolve as adaptagdes alimentares sofridas pelos
representantes deste grupo. Esta problematica pode ser estendida para toda a ordem,
considerando que o agrupamento dos individuos em seus respectivos clados baseia-se
primeiramente nos caracteres morfométricos e anatdmicos.

Representantes da subordem Megachiroptera, também conhecidos como raposas
voadoras, caracterizam-se por seu grande porte (antebrago — 40 a 220 mm; peso — 2g a
1,5 kg; envergadura at¢ 2 m) e por apresentarem olhos grandes, focinho e orelhas
simples, destituidas de trago'. A alimentacio dos megaquiropteros esta constituida,
exclusivamente, por frutas, flores, néctar e pélen, dependendo geralmente da visdo e do
olfato para encontrarem seu alimento (Altringham, 1996; Jones, 2002).

Os morcegos da subordem Microchiroptera, em contrapartida, freqiientemente
exibem olhos pequenos, orelhas grandes e complexas, ¢ os membros da familia
Phyllostomidae possuem folhas nasais. Estas duas ultimas caracteristicas estdo
intimamente associadas com a ecolocalizagdo, habilidade presente em todas as espécies
desta subordem. Embora a dieta de grande parte dos microquiropteros esteja baseada no
consumo de insetos, verifica-se extensa diversidade de habitos alimentares, como frutas,
néctar, polen, pequenos vertebrados (incluindo outros morcegos, passaros e peixes) e

sangue (Altringham, 1996; Jones, 2002).

[N >
Apéndice membranoso na abertura do conduto auditivo externo
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A ecolocalizagdo (sonar), presente na maioria dos morcegos, consiste na emissao
de um pulso ultra-sonico (acima de 15 kHz) produzido na laringe, cujo eco ¢ capitado
por meio de orelhas especialmente adaptadas, fornecendo, assim, informacgdes a respeito
do meio ambiente. A freqliéncia, intensidade e duragao do som emitido diferem entre as
espécies, podendo ser utilizado na identificagdo desses individuos, através de
equipamentos especializados na deteccdo de chamados de alta freqiiéncia. Os
microquiropteros utilizam a ecolocalizagdo para a navegagdo, forrageamento e
alimentagdo, todavia observa-se que algumas espécies desta subordem utilizam
preferencialmente a visdo, o olfato e a audi¢do passiva para a detec¢do de seu alimento

(por exemplo, as espécies frugiveras) (Jones, 2002).

2.1.3 Importancia Ecolégica

Os morcegos representam importantes reguladores de ecossistemas tropicais,
correspondendo a cerca de 40 a 50% das espécies de mamiferos em determinadas
regides. Sua notavel diversidade de formas, adaptagdes morfologicas e habitos
alimentares, permitem a utilizagdo dos mais variados nichos, em complexa relagdo de
interdependéncia com o meio. A medida que partilham os recursos, em especial os
alimentares, os morcegos influenciam a dinamica dos ecossistemas naturais, sendo
indicadores naturais dos niveis de alteracdes ambientais, além de serem futeis em
estudos sobre biodiversidade. Desta forma esses organismos podem ser utilizados como
“ferramentas” na identificacdo dos processos bioldgicos envolvidos na perda ou
transformagao do habitat natural (Bianconi ef al., 2004).

A importante atuagdo dos morcegos no controle de pragas ¢ realizada pelos
insetivoros, gracas a sua influéncia sobre as populacdes de algumas espécies de insetos.

Os de habito frugivoro participam da dispersdo de sementes semelhante aos passaros,
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através de seu guano ou no deslocamento de frutos, auxiliando assim no processo de
reflorestamento. Além disso, algumas espécies nectivoras participam da polinizacao de
determinadas plantas (Bianconi ef al., 2004).

Apenas trés espécies da ordem Chiroptera sdo hematofagas®: Diphylla ecaudata,
Diaemus youngi e Desmodus rotundus (Desmodontinae, Plyllostomidae), constituindo,
portanto, potenciais transmissores do virus da raiva para mamiferos silvestres (incluindo
outros morcegos), domésticos e, eventualmente, para o homem. Os morcegos também
podem ser reservatorios naturais de agentes infecciosos, como o Toxoplasma gondii,
Trypanossoma cruzi e Histoplasma capsulatum, fungo patogé€nico (causador da
histoplasmose) encontrado no solo em excrementos eliminados em seus abrigos naturais
(cavernas). Além disso, o guano dos morcegos tem sido identificado como poderoso
alérgeno, indutor de rinite ¢ asma em humanos (Varella-Garcia e Taddei, 1989; Jones,

2002).

2.2 Analise Sistematica do Género Artibeus

A classificacdo taxondmica da ordem Chiroptera baseia-se, principalmente, em
caracteristicas morfologicas e métricas, avaliadas principalmente no cranio. Entretanto,
os morcegos estdo inseridos entre o grupo de mamiferos mais antigo e divergente,
dificultando a identificacdo das relacdes filogenéticas com base, apenas, em detalhes
intensamente envolvidos no processo adaptativo. Conseqlientemente ¢ importante a
analise de outros aspectos, entre os quais se destaca a caracterizagdo cariotipica, que
permite avaliar a intensidade e os padrdes da evolucdo cromossomica (Varella-Garcia et

al., 1989; Wetterer et al., 2000; Jones et al., 2002).

*Individuo que se alimenta obrigatoriamente de sangue.
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O género Artibeus (Leach, 1821) esta constituido por 18 espécies distribuidas
em trés subgéneros Artibeus (grandes Artibeus), Dermanura ¢ Koopmania (pequenos
Artibeus), possuindo distribuicdo restrita a Regido Neotropical, por toda América
Central e do Sul, desde o Brasil até o norte da Argentina (Koopman, 1993; Eisenberg e
Redford, 1999; Simmons, 2005). Algumas espécies deste género estdo entre os
filostomideos mais comuns e abundantes em comunidades Neotropicais, a exemplo de
A. lituratus (Olfers, 1818) e A. fimbriatus (Gray, 1838) que, no extremo sul do Brasil,
chegam a representar mais de 70% dos morcegos coletados em areas de Mata Atlantica
(Rui e Fabian, 1997; Rui e Drehmer, 2004). A sistematica das espécies do género
Artibeus ainda é motivo de muitas controvérsias, decorrentes em sua maioria, da falta de
informagdes adequadas sobre a distribui¢do geografica e a variagdo nos diferentes taxa
(Taddei et al., 1998).

No Brasil, segundo Simmons (2005), sdo encontradas quatro espécies de grandes
Artibeus: A. lituratus; A. jamaicensis (Leach, 1821); A. obscurus (Schinz, 1821) e A.
fimbriatus; e cinco pequenos Artibeus: A. anderseni (Osgood, 1916); A. cinereus
(Gervais, 1856); 4. concolor (Peters, 1865); A. glaucus (Thomas, 1893) e 4. gnomus
(Handley, 1987). A localizagdo das nove espécies no territorio brasileiro esta
descriminada na tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo geografica do género Artibeus no Brasil

Espécies Estados

A. anderseni AC, AM, MT, PA, RO e RR.

A. cinereus AC, AL, AM, AP, BA, DF, ES, MA, MT, PA PB, PE, RJRO ¢ SP

A. concolor AM, CE, PA, PI, RO e RR.

A. fimbriatus BA, CE, DF, ES, MG, PE, PR, RJ, RS, SC ¢ SP

A. glaucus PA, RR e sul do Brasil.

A. gnomus AM, BA, ES, MT e PA.

A. jamaicensis AC, AL, AM, AP, BA, CE, DF, ES, MA, MG, MS, MT, PA, PB, PE, PI, PR, RJ,
RO, RR ¢ SP.

A. lituratus AC, AL, AM, AP, BA, CE, DF, ES, MG, MS, MT, PA, PE, PR, RJ, RO, RR, RS,
SC e SP.

A. obscurus AC, AM, AP, BA, CE, ES, MG, MT, PA, PB, PE, PI, PR, RJ, RO, RR, SC ¢ SP.
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Com base em medigdes morfométricas dos grandes Artibeus, Taddei et al.
(1998) realizaram extenso estudo comparativo em espécimes das regides Norte,
Nordeste, Centro-oeste ¢ Sudeste do Brasil, em que estabeleceu semelhancas e
diferencas intra e interespecifica (de acordo com a regido analisada) e apresentaram
algumas particularidades desse género. No Sudeste, verificou-se que as quatro espécies
exibiram, no geral, uma seqiiéncia crescente em termos de dimensdes externas e
cranianas. Assim, os representantes de A. obscurus compreenderam o0s menores
individuos, seguidos por A. jamaicensis, A. fimbriatus ¢ A. lituratus. Nessa regido, o
maior grau de dificuldade para uma identificagdo segura foi observado para A.
fimbriatus e A. lituratus, visto que sdo espécies simpatricas e sintdpicas (em grande
parte de suas areas de distribuicdo), e que apresentaram maior faixa de sobreposi¢ao
entre as medidas analisadas (distribuicdo das freqiiéncias do comprimento total do
cranio). Neste caso, a distingdo entre os individuos foi possivel através da comparagao
em conjunto de outras caracteristicas (comprimento do antebrago, comprimento total do
cranio e largura pos-orbitaria).

Ainda de acordo com Taddei et al. (1998), a diferenciagdo dos grandes Artibeus
¢ menos complexa na regido Norte, devido a auséncia de A. fimbriatus, bem como ao
fato de que 4. obscurus é a espécie que apresenta as menores dimensdes. Embora tenha
se verificado que A. lituratus seja significativamente maior do que A. jamaicensis, em
relacdo as  caracteristicas  externas, essas duas espécies mostraram-se
morfometricamente muito semelhantes, no que se refere as varias caracteristicas
cranianas observadas. Em contrapartida, na regido Nordeste os representantes de A.
Jjamaicensis exibiram dimensdes externas e cranianas relativamente menores daquelas
registradas nas regides Sudeste e Norte, resultando em uma maior sobreposi¢ao entre as

medidas desta espécie com as de A. obscurus. Embora tenha havido dificuldade na
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diferenciagdo entre essas espécies, 0 mesmo ndo foi observado para A. lituratus e A.
fimbriatus que puderam ser facilmente separadas daquelas com base em caracteres
morfométricos.

Individuos da espécie A. jamaicensis apresentam extensa variagdo morfoldgica,
com padrdes relativamente complexos, estando esta divergéncia intraespecifica
associada com o seu local de incidéncia (Golfo do México, Peninsula de Yucatan, Ilha
de Sdo Vicente, América do Sul e algumas ilhas do Caribe). No Brasil, representantes
de populacdes da regido Nordeste apresentam as menores dimensdes conhecidas para
esta espécie e, provavelmente, seja a espécie do género Artibeus mais abundante. Deste
modo, a similaridade com 4. obscurus, tanto com relacdo as medidas externas como
cranianas ¢ significativamente maior (Taddei et al, 1998; Ortega ¢ Castro-Arellano,
2001).

Considerando a grande similaridade morfologica entre os grandes Artibeus
(particularmente entre A. jamaicensis ¢ A. obscurus) ¢ a sobreposi¢do de seus nichos
ecoldgicos no Nordeste, torna-se necessaria a compara¢ao de outras caracteristicas
externas (cor e comprimento do pélo) e cranianas (posi¢ao da constricdo pds-orbitaria,
presenga do terceiro molar superior), para uma melhor determinagdo taxondmica dessas
espécies (Lim e Wilson, 1993; Taddei et al., 1998; Ortega e Castro-Arellano, 2001; Rui

e Drehmer, 2004).

2.2.1 Artibeus planirostris X A. jamaicensis: Espécies distintas ou Co-

especificas?

A variabilidade entre as populacdes de A. jamaicensis ¢ bem conhecida, sendo
reconhecidas cerca de oito diferentes subespécies, considerando tamanho, cor da

pelagem e o numero dos molares superiores (Guerrero et al., 2004).
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A partir de estudo realizado por Handley (1987, 1989), na regidao de Llanos —
Venezuela, A. fallax, A. hercules e A. planirostris foram consideradas subespécies de A.
jamaicensis, desta A. planirostris ¢ considerada como um “sinénimo junior” ou variante
geografica. Contrariamente, Owen (1987; 1988) obteve resultados através de analises
filogenéticas e fenéticas que indicaram a separagdo de A. planirostris, e também de 4.
fraterculus, da espécie A. jamaicensis. Adicionalmente, Lim (1997), com base em
analises multivariadas (a partir de dados craniométricos), assim como Koopman (1993),
ratificou a individualizagdo das espécies mencionadas, de modo que 4. jamaicensis ¢ A.
planirostris correspondessem a duas espécies distintas.

A utilizagdo de marcadores moleculares, como ferramenta para inferéncias
filogenéticas e evolutivas, forneceu novas evidéncias e perspectivas que possibilitaram
o esclarecimento de algumas divergéncias taxonOmicas acerca do ‘“complexo A.
Jjamaicensis” (cerca de 8 subespécies) (Guerrero et al., 2004).

Philips et al. (1991) e Pumo et al. (1996) analisaram o DNA mitocondrial de
espécies do género Artibeus e concluiram que A. jamaicensis (da América Central e
Caribe) e A. planirostris (da Guiana Francesa e de S3o Vicente) representavam duas
linhagens diferentes, caracterizadas por diferentes haplétipos de DNA mitocondrial.
Similares foram os resultados obtidos por Guerrero et al. (2003), que com base em
dados morfolégicos e moleculares realizaram analise filogenética, verificando que 4.
Jjamaicensis estaria mais relacionada com A. obscurus do que com A. planirostris
(Figura la). Adicionalmente, Lim et al. (2004) por meio de andlises de parcimonia,
obtidas através do gene mitocondrial citocromo-b, sugeriram que estas espécies

consistiriam em taxa distantemente relacionados (Figura 1b).
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Figura 1 — Arvores filogenéticas construida por Guerrero et al. (2003) com base em

caracteristicas morfométricas (a) e por Lim ef al. (2004) através de gene mitocondrial

(b).

Divergéncias quanto a identificacdo de A. jamaicensis e A. planirostris, e de

outras espécies do género Artibeus, estdo intimamente associadas a dificuldade de

diferencia-las tanto entre si quanto de suas respectivas espécies simpatricas (grandes

Artibeus), incluindo 4. amplus, A. obscurus e, em menor grau, A. lituratus. Isto decorre

da extensa similaridade observada em suas caracteristicas morfoldgicas, cranianas e

externas, freqiientemente impossibilitando a correta identificacdo das espécies,

particularmente daquelas que exibem variacdo geografica ao longo de sua area de

distribuicdo (Lim et al., 2004).
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Embora dificuldades relacionadas com a taxonomia dos grandes Artibeus ainda
gerem controvérsias, particularmente em relacdo a sistematica de A. jamaicensis e A.
planirostris, atualmente a maioria dos autores (Barquez et al, 1991; Redford e
Eisenberg, 1992; Barquez et al, 1993; Lim e Wilson, 1993; Lim, 1997; van Den
Bussche et al., 1998; Guerrero et al., 2003; Lim et al., 2003, 2004) considera estes
organismos separados em diferentes taxa, compreendendo, portanto espécies distintas

(Hollis, 2005).

2.3 Aspectos Evolutivos e Citogenéticos da Familia Phyllostomidae

A evolucdo cromossomica de algumas familias da ordem Chiroptera
(Phyllostomidae, Noctilionidae, Mormopidae, Vespertilionidac ¢ Mystacinidae) ndo
ocorreu de forma linear. Contrariamente, as alteragdes cromossomicas apresentaram
diferengas tanto na extensdo quanto na velocidade dos eventos evolutivos. Desse modo,
os morcegos foram classificados entre os que apresentaram conservacionismo € os que
sofreram megaevolucdo cariotipica. Neste caso, espécies estreitamente relacionadas
podem exibir extensos rearranjos cromossdmicos, ndo sendo sequer possivel determinar
a presen¢a de homeologias através do bandeamento-G (Baker e Bickham, 1980). De
acordo com Varella-Garcia et al. (1989), esta ndo-uniformidade na evolugdo
cromossomica ¢ uma caracteristica da ordem Chiroptera.

A compreensdo das homeologias, bem como das alteragdes envolvidas nas
divergéncias cariotipicas sao fundamentais para a determinagao do cari6tipo primitivo e,
conseqlientemente, estabelecer sua condicdo derivada. Embora a evolugdo
cromossomica da familia Phyllostomidae seja um assunto ainda muito discutido, Baker
e Bickham (1980) sugeriram que 2n=42 e¢ NF=60 seria a condi¢do primitiva para este

grupo, com base em analise cladistica realizada nesta e em familia relacionadas
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(Noctilionidae, Mormoopidae e Vespertilionidae) através dos bandeamentos C ¢ G
(Tabela 2). Subseqiientes interpretacdes dos mecanismos de diferenciagdo cariotipica,
de Phyllostomidae, tém sido baseadas na premissa de que todos os caridtipos evoluiram
desta condi¢ao, com ocorréncia de redugao dos numeros diploides através de eventos de
fusdo céntrica (Patton e Baker, 1979).

As translocagdes sdo consideradas como um dos fendmenos mais atuantes na
evolugio cromossdomica dos mamiferos, especialmente as Robertsonianas’, que podem
ser responsaveis pela formacdo de cromossomos meta-submetacéntricos e
subtelocéntricos, a partir de dois elementos acrocéntricos. Quando uma fusdo ocorre
entre um autossomo € 0s cromossomos sexuais ha redu¢do tanto do nimero dipléide
quanto do numero fundamental. Caso o evento acontega entre o X, mas ndo envolva o
Y, resultara na diferenga do niimero diploéide da fémea em relagdo ao seu respectivo
macho, embora permanega o mesmo NF (Baker e Bickham, 1980).

A atuagdo das translocacdes Robertsonianas pode ser observada em toda a
ordem Chiroptera, em particular na familia Phyllostomidae, que de fato compreende a
familia mais intensamente estudada sob o enfoque citogenético. Diferentes andlises
citogenéticas tém mostrado que a familia Phyllostomidae apresenta grande variagdo
cariotipica: numeros dipldides (2n) que vao de 2n=14 em Vampyressa melissa
(Stenodermatinae) a 2n=46 em Macrotus waterhousii (Macrotinae) e nimero de bracos
autossdmicos (numero fundamental = NF) variando de 20 (Tonatia bidens) a 68

(Micronycteris megalotis) (Baker, 1979).

3Fusdo de dois cromossomos acrocéntricos.
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Tabela 2 — Analise convencional referente a familia Phyllostomidae.
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Subfamilias

Espécies 2n NF X Y Y,
Lonchorhininae  Lonchohrina aurita 32 60 M A n/o
. Macrotus californicus 40 60 SM SM n/o
Macrotinae M. waterhousii 46 60  SMM A nlo
Micronycteris brachyotis 32 60 SM - n/o
M. daeviesi 28 52 ST A n/o
M. hirsuta 28/30 32 A A n/o
Micronycterinae M. megalotis 40 68 ST/SM A n/o
M. minuta 28 50/52  ST/SM A/- n/o
M. nicefori 28 52 SM/M A/- n/o
M. schmidtorum 38 66 ST/SM A n/o
M. sylvestris 22 40 - - n/o
Chrotopterus auritus 28 52 SM A n/o

Macrophyllum macrophyllum 32 56 SM - -
Mimon bennettii 30 56 SM A n/o
M. crenulatum 32 60 SM/M AM n/o
M. koepckeae 32 60 SM A n/o
Phylloderma stenops 32 58 M A n/o
Phyllostomus discolor 32 60 SM/M A n/o
P. elongatus 32 58 SM A n/o
P. hastatus 32 58 SM/M A n/o
P. latifolius 32 58 SM A n/o
Phyllostominae  p g/0p0ps 32 58 - - n/o
Tonatia bidens 16 20 M A n/o
T. brasiliense 30 56 ST A/- n/o
T. carrikeri 26 46 - - n/o
T. minuta 30 56 SM A n/o
T. schulzi 28 36 A A n/o
T. silvicola 34 60 SM A n/o
T. venezuelae 30 56 - - n/o
Trachops cirrhosus 30 56 ST A n/o
Vampyrum spectrum 30 56 SM A n/o
Anoura caudifer 30 56 SM A n/o
A. cultrata 30 54 SM A n/o
A. geoffroyi 30 56 SM A n/o

Choeroniscus godmani 19/20 32/36 SM ST/A A
C. intermedius 20 36 SM A n/o
C. mexicana 24-26 SM SM - n/o
Brachyphylla cavernarum 32 60 SM A n/o
. B. nana 32 60 SM A n/o
Glossophaginae 5 ../, 32 60 SM A /o
Erophylla sezekorni 32 60 SM A n/o
Glossophaga alticola 32 60 M A n/o
Glossophaga commissarisi 32 60 M A n/o
G. longirostris 32 60 M A n/o
G. soricina 32 60 M/SM A n/o
Hylonycteris underwoodi 16 24 - - n/o
Leptonycteris sanborni 32 60 M A n/o
L. nivalis 32 60 - - n/o
Lichonycteris obscura 24/28 44/50 SM A n/o
Monophyllus pletodon 32 60 SM A n/o
M. redmani 32 60 SM A n/o
Phyllonycteris aphylla 32 60 SM A n/o
P. obtusa 32 60 SM A n/o
. Lionycteris spurreli 28 50 SM A n/o
Lonchophyllinae Lonchophylla robusta 28 50 SM A n/o
L. thomasi 30/32 34/38  ST/SM A n/o

Carolliinae Carollia brevicauda 20-21 36 ST A A
C. castanea 20-21/22 36/38 SM/ST A A/-
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Carolliinae C. perspicillata 20-21/21/20 36 ST/SM A A
C. subrufa 20-21 36 ST ST A
. . Rhynophylla fischerae 34 56 SM A n/o
Rhinophyllinae % .. 34/36 62/64 M/SM  ASM  nfo
Ametrida centurio 30-31 - ST SM M/ST
Ardops nichollsi 30-31 56 SM ST A
Ariteus flavenscens 30-31 56 ST ST A
Artibeus aztecus 30-31 56 ST A A
A. cinereus 30-31/30 56 ST SM/M M/-
A. concolor 30/31 56 ST SM/A  M/A
A. obscurus 30-31 56 ST A A
A. fimbriatus 30-31 56 - - -
A. glaucus 30-31 56 ST A A
A. hirsutus 30-31 56 ST ST A
A. inopinatus 30-31 56 ST ST A
A. jamaicensis 30-31/30 56 ST A/- A
A. lituratus 30-31 56 SM/ST  A/ST A/SM
A. phaeotis 30 56 ST SM n/o
A. planirostris 30-31 56 ST A A
A. toltecus 30-31 56 ST A A
A. watsoni 30 56 ST SM n/o
Centurio senex 28 52 ST SM n/o
Chiroderma improvisum 26 48 ST ST n/o
C. salvini 26 48 ST/SM SM n/o
C. trinitatum 26 48 ST SM/ST n/o
C. villosum 26 48 ST/SM SM n/o
Ectophylla alba 30 56 SM A n/o
Stenodermatinae Enchisthenes hartii 30/30-31 56 ST SM -/A
Mesophylla macconnelli 21/21-22 20 A n/o n/o
Phyllops haitiensis 30-31/30 56 ST ST A/-
Platyrrhinus brachycephalus 30 56 ST SM n/o
P. dorsalis 30 56 ST SM n/o
P. helleri 30 56 ST SM n/o
P. infuscus 30 56 ST A n/o
P. lineatus 30 56 ST - n/o
P. nigellus 30 56 ST A n/o
P. recifinus 30 56 ST - n/o
P. vittatus 30 56 ST A n/o
Pygoderma bilobatum 30-31 56 M SM SM
Sphaeonycteris toxophyllum 28 52 ST SM n/o
Stenoderma rufum 30-31 56 ST A A
Sturnira bidens 30 56 ST A n/o
S. erythromos 30 56 ST A n/o
S. lilium 30 56 ST SM n/o
S. ludovici 30 56 ST SM/A n/o
S. magna 30 56 ST A n/o
S. mordax 30 56 - - n/o
S. nana 30 56 ST A n/o
S. thomasi 30 56 - - n/o
S. tildae 30 - ST SM n/o
Uroderma bilobatum 38a49 48/50 ST/SM  SM/M n/o
Uroderma magnirostrum 35/36 60-62 SM/SM SM/M n/o
Uroderma bilobatum 38-44 44-50 ST/SM SM/M n/o
Uroderma magnirostrum 35-36 60-62 SM/SM SM/M n/o
Vampyressa melissa 14 24 ST - n/o
V. nymphaea 26 48 ST SM/A n/o
V. pusilla 18/23/22-23/23-24  20/22 ST/A SM/ST  n/o
Vampyriscus bidens 26 48 - - n/o
V. brocki 24 44 ST - n/o
Vampyrodes caracciolli 30 46 ST SM n/o
Desmodus rotundus 28 52 SM A/ST n/o
Desmodontinae  Digemus youngii 32 60 SM A n/o
Diphylla ecaudata 28/32 52/60 SM A n/o

M= Metacéntrico; SM= Submetacéntrico; ST= Subtelocéntrico; A= Acrocéntrico
- = dado ndo disponivel ou nao reportado na literatura;

n/o= ndo observado

Referéncias: Baker (1979), Varella-Garcia et al. (1989), Santos e Souza (1998), Volleth et al. (1999); Noronha, (2000), Rodrigues
et al. (2000), Santos et al. (2001), Santos et al. (2002), Baker et al. (2003), Pieczarka et al. (2005), Silva et al. (2005), Faria e

Marielle-Verante (72006A)
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Stenodermatinae compreende a maior subfamilia de Phyllostomidae, estando
representada por 62 espécies, cujas analises cariotipicas abrangem divergentes numeros
dipldéides e fundamentais de 2n=14 (Vampyressa melissa) a 2n=44 (Uroderma
bilobatum) e de NF=20 (V. pusilla) a NF=62 (U. magnirostrum), respectivamente.
Embora essa subfamilia seja caracterizada por extensa conservacdo cariotipica, na
maioria das espécies, como ¢ o caso dos géneros Artibeus, Sturnira e Platyrrhinus, que
apresentam cariotipos altamente conservados, também s3o encontrados grupos que
englobam espécies portadoras de inimeros rearranjos cromossomicos, como 0s géneros
Uroderma ¢ Vampyressa, que exibem varia¢dao inter e intraespecifica (Baker, 1979;

Varella-Garcia et al., 1989; Silva et al., 2005).

2.3.1 Mecanismos Cromossomicos de Determinaciao Sexual

De acordo com a teoria classica, os cromossomos sexuais heteromorficos
evoluiram a partir de um par de autossomos homomorficos, cuja diferenciagdo
cromossOmica envolveu tanto a supressdo de crossing-over dos cromossomos ancestrais
quanto a subseqiiente degeneragdo do cromossomo Y nos individuos heterogaméticos.
Estes eventos, portanto, estdo envolvidos na origem do sistema simples de determinagao
cromossomica do sexo (XX;XY), que ¢ o mais recorrente em mamiferos, sendo também
o mais freqiiente em morcegos (Sumner, 2003).

Em geral, transloca¢des entre autossomos e cromossomos sexuais (X e Y)
ocorrem apenas em casos esporadicos na classe Mammalia, principalmente quando
ocorre em uma Unica familia. Estes rearranjos, entretanto, foram descritos em 61
espécies de Phyllostomidae: 23 com sistema sexual multiplo (XX; XY;Y2) e 28 com
sistema sexual Neo-XY. Os representantes da subfamilia Stenodermatinae possuem o

maior numero de espécies que sofreram tais rearranjos, havendo aqueles que exibem
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sistema sexual multiplo (18), nos géneros Ametrida, Ardops, Artibeus, Enchistenes,
Phyllops e Stenoderma,e os que apresentam o sistema sexual Neo-XY (25 espécies), nos
géneros Sturnira, Platyrrhinus, Chiroderma, Uroderma, Vampyressa e Artibeus. A
ocorréncia do sistema sexual do tipo X0, extremamente raro em mamiferos, foi descrita
em machos de Mesophylla macconnelli (Stenodermatinae), nos quais foram observados
numeros diploides de 2n=22 nas fémeas a 21 nos machos. (Baker, 1979; Tucker, 1986;
Varella-Garcia et al., 1989; Souza e Aratjo, 1990; Santos e Souza, 1998b; Noronha,
2000).

Embora o género Artibeus seja caracterizado por exibir extenso
conservacionismo cariotipico, foi descrita a presenga dos sistemas sexuais multiplo (4.
aztecus, A. glaucus, A. hirsutus, A. inopinatus, A. jamaicensis, A. lituratus, A.
planirostris, A. obscurus e A. toltecus) e Neo-XY (A. phaeotis e A. watsoni) em seus
representantes. Além disso, 4. cinereus exibiu dualismo quanto ao mecanismo de
determinagdo sexual, visto que exemplares provenientes do Estado de Pernambuco ¢ do
Para exibiram sistema sexual (Neo-XY), contrastando com os individuos analisados em
Trinidad (XX;XYY>), correspondendo entdo a um exemplo de variacdo geografica para
esta espécie (Baker, 1979; Tucker, 1986; Souza ¢ Aratjo, 1990) .

Segundo Tucker (1986) a origem do sistema multiplo, bem como a presenga dos
cromossomos compostos do tipo neo-XY, na familia Phyllostomidae, foi atribuida a
fixac@o evolutiva de translocagdes ancestrais entre cromossomos sexuais € autossomos.
A teoria baseia-se no pressuposto de que o X original, representado por um pequeno
acrocéntrico, sofreu uma translocacdo com um autossomo na porg¢ao intersticial de seu
brago longo (Xq). Esta conclusdo foi proposta através de bandeamento com RBA
(“replication bands”), onde se observou a presenga de uma banda de replicagdo

intermediaria em relagdo ao braco curto e ao restante do X. Uma segunda translocagdo
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teria ocorrido no brago curto do cromossomo X (Xp), envolvendo a fusdo de um
autossomo. Seu respectivo homologo (Y») participaria, entdo, da formagdo do sistema
de determinacao sexual do tipo multiplo, juntamente com o Y original (Y). No caso dos
individuos neo-XY, um evento adicional teria atuado no surgimento desse sistema
composto: o homologo livre (Y;) do autossomo translocado para o Xp se fusionaria ao
Y original (Y;), resultando em um elemento meta-submetacéntrico. As hipoteses de
translocagdes descritas anteriormente pela autora foram confirmadas pela técnica de
bandeamento C com Giemsa, dos cromossomos sexuais de espécies representativas das
subfamilias Stenodermatinae (Artibeus toltecus, Platyrrhinus lineatus ¢ Chiroderma
villosum) e Phyllostominae (Micronycteris hirsuta).

Entre os citogeneticistas ha consenso geral sobre a hipétese de Tucker (1986),
que trata da participagdo de translocagdes envolvendo autossomos € cromossomos
sexuais (Xp e Y) na formacao do sistema sexual multiplo; € do comportamento meidtico
de X, Y; e Y, com formagdo de uma estrutura trivalente (Tucker e Bickham, 1986;
Solari e Pigozzi, 1994; Noronha, 2000). Todavia, recentemente, foi questionada a
condicao considerada primitiva para o X na familia Phyllostomidae proposta por Tucker
(1986), com formulagao de uma hipdtese alternativa.

De acordo com Rodrigues et al, (2003), alguns pontos utilizados como
referéncia no trabalho de Tucker (1986) estdo equivocados, dentre eles destacam-se:

1. A falta de uma explica¢dao acerca do autossomo homédlogo aquele que foi

translocado para o cromossomo X original (acrocéntrico);

2. A utilizagdo de um elemento acrocéntrico, representado pelo X em

Micronycteris hirsuta, como referéncia a condicdo original do X para a

subfamilia Stenodermatinae;
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3. O fato de que o género Micronycteris possui alta variagao cariotipica, € que
todas as espécies, com excec¢ao de M. hirsuta, exibem o cromossomo X
com dois bragos.

Considerando os pontos citados, os autores verificaram que a morfologia
acrocéntrica de X observada em M. hirsuta nao poderia ser utilizada como uma
condicdo ancestral, uma vez que esta caracteristica estd restrita a essa espécie como
mencionado no estudo citogenético realizado por Baker (1979). Além disso, a alta
variabilidade do género Micronycteris permite inferir sobre a possibilidade de
autapomorfia’ do elemento X nessa espécie. Entdo, a rota alternativa proposta para a
evolu¢do do cromossomo X, que originalmente teria dois bragos, envolveria
inicialmente rearranjos, possivelmente uma fusdo em tandem (centrdmero — teldmero),
no autossomo homologo ao Y», seguida de inativagcdo do centromero original (Figura 2).
Isto explica, entdo, a presenga da banda intersticial no Xq como sendo um material

remanescente do centromero inativado.

A B Y,

Fuso em tandem
Autossomo-X

najlls

Autosomal X

pair

Centromero de X
inativado

in

X 1Y

Figura 2 — Esquema hipotético da provavel origem do cromossomo X na subfamilia
Stenodermatinae. Fonte: Rodrigues et al. (2003).

4 L, . . , . . R .
Quando uma caracteristica derivada esta presente unicamente em um determinado grupo, distinguindo-o
dos demais.
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2.3.1.1 Comportamento Meiotico dos Sistemas Sexuais: Multiplos e

Neo-XY

Os cromossomos sexuais dos mamiferos exibem comportamento tinico durante a
espermatogénese dos machos, quando a inativagdo do X (interrup¢do da sintese de
mRNA) nos espermatocitos primarios ¢ generalizada na profase meidtica. O processo €
morfologicamente caracterizado pela condensagao inicial da vesicula sexual (VS), que
corresponde ao complexo ou bivalente formado pelo X e Y, responsavel pelo correto
pareamento dos alossomos na meiose. Uma espermatogénese normal é assegurada pelo
controle assincronico do X, ou seja, inativacdo dos genes ligados ao X e atividade
génica dos autossomos na meiose. Supde-se que alteracdes genéticas, como
translocacdes entre os autossomos € os pares sexuais, poderiam afetar diretamente os
mecanismos de controle cromossdmico, incapacitando-os, e¢ causando esterilidade
(Delobel et al., 1998).

Dada a importancia dessa estrutura, Noronha et al. (2001) realizaram um estudo
comparativo em espécies da familia Phyllostomidae (Glossophaga soricina, Artibeus
obscurus, A. lituratus, A. cinereus e Uroderma magnirostrum) que apresentavam
diferentes mecanismos sexuais. Eles verificaram que a VS de Glossophaga soricina
(XX;XY), exibia comportamento assincronico em relagdo aos bivalentes autossémicos.
Estes exibiram pontos quiasmaticos caracteristicos, indicadores de atividade génica
nesses cromossomos. Embora o bivalente sexual, nessa espécie, praticamente nao tenha
apresentado atividade génica, existia uma pequena regido de homologia denominada
pseudoautossomica, onde ocorreu o pareamento “ponta a ponta” dos cromossomos
heteromorficos. Logo a VS asseguraria a unido de X e Y até sua disjun¢do na anafase I.

Os bivalentes autossomicos de A. lituratus ¢ de A. obscurus (XX;XY1Y>)

exibiram pontos com quiasmas em toda a extensdo dos cromossomos autossomicos,
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indicando atividade génica nessas regides, exatamente como G. soricina, que possui
sistema simples. Entretanto, a VS das espécies com sistema multiplo ficou limitada aos
segmentos autossomicos translocados. De modo que o trivalente sexual XYY
apresentava duas regides distintas de pareamento (Figura 3a-b): o pareamento do Xq
com o Y original (Y)), na regido pseudoautossomica (ponta a ponta) de uma das
extremidades; e o pareamento entre o segmento autossomico translocado para o X (Xp)

e seu respectivo homologo (Y>), na outra extremidade (Solari e Pigozzi, 1994; Noronha

etal., 2001)

Figura 3 - (a) trivalente sexual XYY, obtido através da coloracdo com E-PTA de
células em paquiteno de A. lituratus; (b) esquema ilustrativo do complexo
sexual. Fonte: Solari e Pigozzi, (1994).

A presengca de um bloco heterocromadtico, separando o cromossomo sexual
original do segmento autossomico, translocado para o X, foi descrita por Kasahara e
Dutrillaux (1983) nos trivalentes sexuais de Artibeus lituratus. Esta caracteristica
peculiar ¢ indispensdvel aos mamiferos submetidos a tais rearranjos, pois inibe a
inativagdo do segmento autossdmico, que ¢ fundamental para a manutencdo da
segregacdo regular do trivalente na anafase I, impedindo assim a formac¢do de gametas
aneupldides. Além disso, a presenga de dois quiasmas também assegura a correta

segregacdo do trivalente, de modo que um poélo recebe o cromossomo X enquanto que

para o outro vao os elementos Y; e Y, (Solari e Pigozzi, 1994; Noronha et al., 2001).
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Nos individuos com sistema neo-XY (U. magnirostrum), os segmentos originais
de X e Y permaneceram pareados nas células meidticas (paquiteno), formando uma
vesicula sexual caracteristica. Assim como foi descrito para espécies com sistema
multiplo, observou-se a presenga de um bloco de heterocromatina, possivelmente,
atuando na separacdo do bivalente sexual em duas regides distintas: segmentos
autosomicos translocados e o par sexual original. A partir dessas observacgdes, Noronha
et al. (2001), sugerem a independéncia de ambas as regides e, em adi¢do, especulam a
possivel atuagdo do bloco de heterocromatina no bloqueio da inativagdo dos autossomos

translocados, como visto para o sistema multiplo.

2.4 Analise de Marcadores Cromossomicos em Morcegos: Técnicas de
Bandeamento e FISH

O inicio da década de 70 representa o advento das técnicas de bandeamento
cromossomico, em especial as bandas Q, G e R, que permitem a caracterizagdo
longitudinal dos cromossomos e a inferéncia de possiveis rearranjos em mamiferos
(Sumner, 2003).

Dentre as técnicas citogenéticas atualmente empregadas para a analise dos
morcegos, destaca-se o bandeamento G (Seabright, 1971), que promove a diferenciagao
longitudinal dos cromossomos, permitindo o correto pareamento dos homologos; a
técnica de bandeamento C (Sumner, 1972) e a coloracdo com nitrato de prata (Howell e
Black, 1980), que marcam regides de heterocromatina constitutiva (HC) e regides
organizadoras de nucléolos (RONSs), respectivamente.

Dados da literatura, referente a morcegos, mostram que espécies estreitamente
relacionadas freqlientemente apresentam padrdes de bandas G bastante conservados.

Contudo, certa diferenciagdo ocorre quanto aos padrdoes de banda C e RONSs. Estes
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marcadores cromossomicos, aliados aos estudos taxondmicos, tém auxiliado no melhor
entendimento dos mecanismos evolutivos, responsaveis pelas divergéncias encontradas
nos diferentes grupos da ordem Chiroptera. A elucidacao de aspectos relacionados a
filogenia dos varios taxa, por exemplo, tornou-se possivel pelo avango e melhoramento
de tais marcadores citogenéticos (Varella-Garcia et al., 1989; Souza e Araajo, 1990;
Santos e Souza, 1998a, b; Rodrigues et al., 2000; Neves et al., 2001; Santos et al., 2001;
2002; Leite-Silva et al., 2003).

O tratamento com fluorocromos base-especificos, como cromomicina Asz (CMAj)
e DAPI, tem sido utilizado na caracterizagdo de diferentes classes da HC (rica em pares
de bases GC e/ou AT, ou sem especificidade) e no estudo da composicdo da
heterocromatina e das regioes espacadoras associada as RONs (Santos e Souza, 1998 a,
b; Santos et al., 2001; Leite-Silva et al., 2003).

Mais recentemente, novos enfoques citogenéticos tém sido desenvolvidos com a
utilizagdo de sondas especificas para localizagdo de seqiiéncias cromossomicas através
da hibridizacao in situ fluorescente (FISH). Essa metodologia representa uma tecnologia
direta, rapida, de alta resolucdo e bastante eficaz para a deteccdo e mapeamento de
segmentos-alvo de DNA, por meio de uma sonda complementar a sitios especificos de

DNA (Guerra, 2004).

2.4.1 Heterocromatina — Bandeamento C

A cromatina dos eucariotas basicamente ¢ composta de duas estruturas distintas,
denominadas: eucromatina e heterocromatina. O termo heterocromatina foi introduzido
por Heitz (1928), para se referir ao material cromossdmico que se mantinha
intensamente condensado durante todo o ciclo celular. A eucromatina, por outro lado,

representa regides cromossOmicas que sofrem alteracdes estruturais (condensagdo e
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descondensagdo) no decorrer desse ciclo (Sumner, 1990). Existem dois tipos principais
de heterocromatina: facultativa e constitutiva, que exibem algumas diferengas de acordo
com seu conteddo de DNA, particularmente pela riqueza de DNA satélite’. Este
material genético ira determinar a natureza (estdvel ou reversivel), o grau de
polimorfismo e as propriedades de coloragcdo da heterocromatina, quando submetida ao
bandeamento C com Giemnsa (corando positivamente ou negativamente) (Multani et
al., 2001; Mattei e Luciani, 2003).

A heterocromatina constitutiva (HC) difere substancialmente da eucromatina
pela composicdo de bases de seu DNA. E caracterizada pela presenga de grande parte
do DNA satélite, apresenta replicagdo tardia em relacdo a eucromatina (geralmente no
final da fase S do ciclo celular) e exibe baixa ou nenhuma atividade transcripcional.
Esta condicao esta associada, em parte, ao estado constantemente condensado deste tipo
de cromatina que atua no bloqueio da transcri¢do (Guerra, 1988; Sumner, 2003).

O bandeamento C com Giemnsa (CBG) é o procedimento mais importante para
evidenciar a heterocromatina constitutiva nos cariotipos e nucleos de diferentes
organismos eucariotas. Nesta técnica o pré-tratamento (HCL 0,2N; Ba (OH),; 2 x SSC)
modifica a estrutura do cromossomo, resultando na extragdo preferencial de proteinas e
de DNA das regides eucromaticas, fornecendo assim um padrdo caracteristico de
bandas. Provavelmente, este mecanismo esta associado a peculiaridades inerentes a HC,
sobretudo as proteinas nao-histonicas, que formam um complexo que dificulta a retirada
de DNA heterocromatico. Apesar da eficiéncia em evidenciar regides heterocromaticas,
o bandeamento C ndo revela todos os tipos de HC ou, ainda, estas podem se apresentar
fracamente ou nao totalmente coradas (Sumner, 2003).

A ocorréncia preferencial da heterocromatina constitutiva ¢ descrita em

determinadas regides dos cromossomos, em particular nos centrdmeros ou nas suas
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proximidades (pericentromérica ou paracentromérica), formando blocos de tamanho
variavel de acordo com o grupo analisado. Segmentos heterocromaticos também foram
descritos nas regides teloméricas e, em menor nimero, intersticiais de algumas espécies
(Sumner, 2003).

A ordem Chiroptera ¢ caracterizada por apresentar conteudo reduzido de HC em
relacdo ao genoma da maioria das espécies (van Den Bussche et al., 1995). Além disso,
blocos heterocromaticos situados, preferencialmente, nas regides pericentroméricas de
todos os cromossomos do complemento tém sido descritos como regra geral. Dentre os
quirdpteros ha os que exibem um padrao de distribuicdo de HC restrito as proximidades
do centromero, como nos filostomideos: Phyllostomus hastatus, P. discolor, P.
elongatus (Varella-Garcia et al., 1989; Santos e Souza, 1998b; Rodrigues et al., 2000;
Estevam, 2005), Chrotopterus auritus (Morielle-Versute et al., 1992), Anoura caudifer,
Chiroderma villosum, C. doriae (Varella-Garcia et al., 1989), Lonchorhina aurita e
Trachops cirrhosus (Barros, 2006), nos molossideos Molossus molossus ¢ M. ater
(Leite-Silva et al., 2003) e nos vespertilionideos: Pipistrellus pipistrellus, P. kuhlii, P.
nathusii, Glischropus tylopus e Lasiurus borealis (Volleth et al., 2001).

Contudo, a presenc¢a de heterocromatina também tem sido verificada nas regides
intersticiais e/ou teloméricas de algumas espécies, a exemplo de Carollia perspicillata,
Choeroniscus minor, Artibeus lituratus, A. planirostris, A. jamaicensis, A. cinereus,
Diaemus youngi, Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata, Anoura caudifer,
Glossophaga soricina, Molossops planirostris, Sturnira lillium e Platyrrhinus lineatus.
(Souza e Aratjo, 1990; Santos e Souza, 1998a; Volleth et al., 1999; Neves et al., 2001,
Santos et al., 2001; Leite-Silva et al., 2003). Embora tenham sido descritas diferencas

na quantidade e localizagdo dos sitios heterocromaticos, tais alteragdes nao
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desempenham papel significativo de variagdo cromossémica em morcegos (van Den
Bussche et al., 1995).

Vérios padroes de distribuicdo de HC foram descritos no caridtipo de
Choeroniscus minor (Glossophaginae): blocos centroméricos nos pares 1 ¢ 9 e no
cromossomo X; na regido distal do braco longo do par 1, em que os homologos
apresentaram alternativamente uma banda tinica ou duas bandas menores, separadas por
um pequeno segmento eucromatico (heteromorfismo). Por esse padrdo, Neves et al.
(2001) hipotetizaram a presenca de uma inversdo paracéntrica, que ndo pode ser
detectada através do bandeamento G, no brago curto de seis pares subtelocéntricos (2, 4-
8): o par 2 apresentou uma variagdo na extensao de seu brago, conseqiiéncia da
diferenca na quantidade de HC; o par 3 também exibiu heteromorfismo na localizagao
do bloco de HC no brago longo dos homoélogos (pericentromérica e proximal),
indicando que esta diferencga foi resultado de uma pequena inversao paracéntrica.

A andlise citogenética comparativa entre Uroderma magnirostrum e U.
bilobatum (Stenodermatinae), cujos complementos cromossémicos correspondem a
2n=36 e 2n=42, respectivamente, foram submetidos ao bandeamento C e revelaram HC
localizada na regido pericentromérica de todos os autossomos e na por¢ao distal do
brago curto dos pares submetacéntricos (5-14), além de um bloco distal no brago longo
do par 6 em U. magnirostrum. A espécie U. bilobatum, por sua vez, apresentou HC
pericentromérica em todos os autossomos ¢ na regido distal do brago curto de dois pares
submetacéntricos (1 e 2). As duas espécies mostraram similaridades na distribui¢cdo da
HC centromérica e terminal no brago curto do cromossomo X, além de apresentarem
um bloco heterocromatico no brago longo do Y. Entretanto, U. magnirostrum exibiu

heteromorfismo no par 5, evidenciado pelo bandeamento C, que permitiu ndo sé
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estabelecer diferengas entre os homdlogos como também possibilitou inferir sobre a
origem do evento observado (Silva et al., 2005).

A anélise de HC em espécies do género Artibeus tem sido de grande valia na
diferenciagdo de espécies que sao morfologicamente idénticas. De acordo com Souza e
Araujo (1990), e Santos e Souza (1998a) a localizacao da HC esta presente nas regides
pericentroméricas de todos os cromossomos, € nos teldmeros (brago curto) dos
subtelocéntricos 5, 6, 7, 9 e X das espécies A. cinereus, A. lituratus e A. jamaicensis.
Esta, adicionalmente, mostrou blocos intersticiais nos bracos longos dos cromossomos
1, 2, 3, e blocos teloméricos nos bragos curtos do par 13. Em todas as espécies
analisadas verificou-se a coloracdo diferencial da eucromatina do X, quando comparada
com a do complemento cromossomico. Os acrocéntricos Y; € Y, mostraram-se quase
inteiramente heterocromaticos, principalmente o Y original.

Em individuos que possuem sistema sexual simples, o cromossomo Y
geralmente se apresenta quase que totalmente heterocromatico. Do mesmo modo,
aqueles que tém sistema sexual multiplo exibem o Y; (Y original) heterocromatico,
entretanto diferem pela presenca de bandas caracteristicas do Y, (homoélogo livre do
autossomo translocado ao Xp). Por outro lado hé, ainda, os que apresentam o sistema
sexual composto do tipo neo-XY, que se destacam pela presenca simultdnea de dois
padrdes distintos de HC nos bragos curtos e longos do Y metacéntrico. Nos
representantes da subfamilia Stenodermatinae (Phyllostomidae), em geral, o brago
longo do cromossomo X mostra um padrao diferencial do restante da cromatina quando
submetido ao bandeamento C (Souza e Aratjo, 1990; Morielle-Versute et al., 1992;

Santos e Souza, 1998 a, b; Rodrigues et al., 2000; Santos et al., 2001).
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2.4.2 Regides Organizadoras de Nucléolos — RONs

Nos eucariotas, os genes de DNA ribossomico (DNAr) estdo organizados em
duas familias génicas diferentes: a principal codifica 0 DNAr 45S (18S, 5.8S e 28S), e
outra que codifica o DNAr 5S. Os genes principais do DNAr estdo ligados a sitios
cromossodmicos especificos nos pares homodlogos, conhecidos como regides
organizadoras de nucléolos (RONs) que estdo envolvidas com a transcrigdo do RNA
ribossomico. Os genes do DNAr 5s tendem a se inserir em apenas um dos pares
cromossomicos. Ambas as familias de DNAr estdo presentes em numerosas copias de
unidades repetitivas (Pendas et al., 1993; Martinez et al., 1996; Suzuki et al., 1996;
Mikinen et al., 1997; Martins e Galetti, 1998; Sumner, 2003).

As regides organizadoras de nucléolos sdo ferramentas uteis para o estudo da
organizacao estrutural e funcional dos cromossomos, sendo consideradas importantes no
entendimento dos mecanismos evolutivos. O tratamento do material citologico com
nitrato de prata (AgNOs) ¢ o método citogenético mais comumente utilizado para
detectar a posicdo das RONs (Ag-RON). Esta técnica exibe alta seletividade ao
evidenciar as RONs presentes na interfase nuclear, nos cromossomos meioticos e
mitoticos. Entretanto, hd uma limitacdo inerente a essa técnica, visto que apenas as
RONs que se encontravam transcripcionalmente ativas na interfase anterior sao
impregnadas com o corante, devido a reacao do nitrato de prata com as proteinas acidas
(ribonucleoproteinas) residuais associadas ao DNAr. Dessa forma, o uso da Ag-RON ¢
mais eficaz no estudo da expressao e ndo na localizagdo dos genes ribossomais (Pendas
et al., 1993; Sumner, 2003).

A relagao entre as RONs e as constrigdes secundarias tem sido relatada a em

alguns grupos de animais, particularmente em individuos da familia Vespertilionidae
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(Morielle e Varella-Garcia, 1988; Santos e Souza, 1998a; Santos ef al., 2002; Sumner,
2003).

A condic¢do considerada ancestral para os filostomideos ¢ a incidéncia de RONs
em um unico par de autossomos. Esta hipdtese baseia-se na presenga dessa
caracteristica em individuos da subfamilia Macrotinae, considerada a mais primitiva, e
nos noctilionideos, que compreendem um grupo externo, estritamente relacionado a esta
familia. Desse modo, Morielle-Versute e Varella-Garcia (1988) sugeriram que a
presenca de RONs maltiplas descritas em algumas espécies da subfamilia
Stenodermatinae, particularmente dos géneros Chiroderma e Artibeus, cuja
caracteristica mais freqiiente ¢ a presenca de RONs em trés pares autossomicos, tenham
origem na fragmentacdo e amplificacdo das seqiiéncias de rDNA. A andlise de
individuos da ordem Chiroptera com a técnica Ag-RON permitiu concluir que esse
organismos apresentam uma das maiores variabilidades em relacdo ao numero de RONs
entre os mamiferos, especialmente quando se considera a espécie Myotis myotis
(Vespertilionidae) que exibe RONs em 14 pares autossomicos (Morielle e Varella-
Garcia, 1988; Souza e Aratjo, 1990; Santos e Souza, 1998b; Santos et al., 2002; Barros,
2006).

Dois padroes de distribui¢do das RONs foram distinguidos no género Artibeus
através de Ag-RON: (1) nas regides distais dos bragos curtos dos pares 5, 6 ¢ 7, em A.
lituratus, A. jamaicensis ¢ A. fimbriatus, e (2) na regido intersticial dos bragos longos
dos pares 10 e 13 em 4. cinereus. Um sitio adicional foi observado na regido intersticial
do brago longo do par 5 de A. fimbriatus (Santos et al., 2002). Considerando a atividade
dessas estruturas no género Artibeus, tem sido observada uma variabilidade

intraindividual e interespecifica nas espécies A. lituratus e A. jamaicensis, com média
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de 4 a 5 cromossomos marcados (Morielle e Varella-Garcia, 1988; Souza e Aratjo,
1990;

Apesar de ser considerada uma condicao incomum, a presenga de RONs em
cromossomos sexuais foi observada em alguns mamiferos, incluindo duas espécies da
ordem Chiroptera, Carollia perspicillata e C. castanea, que apresentam RONs nos
cromossomos sexuais: X (Carollia perspicillata e C. castanea) ¢ Y (C. castanea). Uma
particularidade ¢ encontrada nos machos de C. perspicillata que apresentam
possivelmente uma reducdo de 50% nas seqiiéncias de tDNA (Morielle e Varella-
Garcia, 1988; Santos e Souza, 1998a).

Estudos realizados em espécies da familia Phyllostomidae envolvendo a
variabilidade do numero de RONs ativas por célula, mostraram que as freqiiéncias das
marcagdes por metafase diferiram significativamente entre individuos e espécies com
RONs multiplas. Por outro lado, espécies que possuiam apenas um unico par de RONs
por célula, ndo foi observada nenhuma variabilidade. As diferencas observadas na
localizagdo e numero das RONs indicam que estas sdo “hotspots”, freqiientemente
envolvidos em rearranjos cromossomicos que podem ser utilizados como instrumento

para a avaliacdo de relacdes filogenéticas (Souza e Araujo, 1990; Santos et al., 2002).

2.4.3 Fluorocromos — Eucromatina, HC e RONs

O emprego de uma ampla variedade de fluorocromos tem sido utilizado para
produzir padrdes fluorescentes caracteristicos, de acordo com sua afinidade aos pares de
base AT ou GC do DNA, em varios organismos. Em alguns casos esses corantes sao
associados a outros marcadores que podem ser ou ndo fluorescentes (contracorantes)
para obtencdo de resultados diferenciados. Dependendo de sua especificidade, os

corantes fluorescentes irdo originar um padrao de bandas similar aos dos bandeamentos



Lemos-Pinto, M.M.P. Utilizacdo de marcadores citogenéticos — Artibeus 42

Q ou R na eucromatina ou, ainda, reproduzir as bandas exibidas no bandeamento C apos
o pré-tratamento (Verma e Babu, 1995; Sumner, 1990).

Em morcegos, dados sobre o uso de fluorocromos base-especificos na andlise
cromossdmica sdo escassos. Apenas trés espécies da familia Vespertilionidae (Lasiurus
intermedius, Scotophilus dinganii e S. viridis), nove de Phyllostomidae (Carollia
perspicillata, Artibeus lituratus, A. jamaicensis, A. cinereus, Phyllostomus discolor,
Trachops cirrhosus, Lonchorhina aurita, Desmodus rotundus e Diphylla ecaudata) e
trés de Molossidae (Molossus ater, M. molossus e Molossops planirostris) foram
estudadas com esse enfoque, permitindo uma melhor caracterizagdo da heterocromatina
constitutiva associada aos sitios de DNAr (Bickham, 1987; Ruedas et al., 1990; Santos
e Souza, 1998a,b; Santos et al., 2001; Leite-Silva et al., 2003; Silva et al., 2005; Barros,
2006).

Metafases mitéticas de C. perspicillata, A. lituratus, A. jamaicensis, A. cinereus,
P. discolor, D. rotundus e D. ecaudata tratadas para o bandeamento C ¢ coradas com
DAPI (CB-DAPI) mostraram um padrdao de blocos de heterocromatina similar ao
bandeamento C com Giemsa (CBG). Através da coloragio CB-CMA;, em A. lituratus e
A. jamaicensis foram evidenciados blocos teloméricos nos bragos curtos de alguns
cromossomos e no brago longo do Y, na espécie P. discolor apenas o padrao de bandas
R foi visualizado (Santos e Souza, 1998a,b; Santos et al., 2001).

Apesar do amplo emprego da coloragdo com AgNO; em vertebrados na
identificagdo das RONs, o tratamento com fluorocromos GC especificos como a
cromomicina Az (CMA;3) e a mitramicina (MM) tém sido utilizado para revelar RONs
ativas ou inativas no complemento cromossdmico. Estas estruturas estdo comumente
associadas a familias de DNA ricas em pares de base GC, geralmente em regides

heterocromaticas (Salvadori et al., 1995).
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Nos representantes da familia Phyllostomidae, as respostas diferenciais aos
fluorocromos CMAj3; e DAPI tém sugerido uma heterogeneidade quanto a composi¢ao
de bases das regides intergénicas presentes nas RONs. A coloragdo seqiiencial
AgNO3/CMA; evidenciou regides espacadoras CMAs; positivas em Carollia
perspicillata, Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata, Lonchorhina aurita
Phyllostomus discolor; e CMAj; neutras em Trachops cirrhosus. Adicionalmente, a
triplice coloracio CMAj3/DA/DAPI tem real¢ado padrdes de bandas R (ricas em GC)
com CMA; e tem revelado uma coloragdo uniforme ao longo dos cromossomos ou um
fraco padrao de bandas G (ricas em AT com DAPI) (Santos e Souza, 1998 a,b; Santos et

al.,2001; Barros, 2006).

2.4.4 FISH — Sondas Teloméricas e Ribossomais

Os teldomeros correspondem a envoltdrios terminais de cromossomos, compostos
por proteina e DNA. A estrutura basica e a funcdo dos teldmeros t€ém sido conservadas
ao longo da evolucao, reflexo de seu importante papel na estabilidade dos cromossomos
por impedir possiveis fusdes e degradagdes. A analise de FISH com sonda telomérica
(TTAGGG)n realizada em diversas espécies de vertebrados, comprovou a conservagao
dessa seqiiéncia nesse grupo. Sua presenc¢a tem sido detectada ndo apenas nos
telomeros, mas também em regides cromossOmicas pericentroméricas e intersticiais,
denominadas como sitios teloméricos intersticiais (ITS). Na maioria dos casos, os ITS
coincidem com regides de heterocromatina constitutiva. (Meyne et al., 1990; Ono e
Yoshida, 1997; Finato et al., 2000; McEachern et al., 2000; Pagnozzi et al., 2000;

Guerra, 2004).
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A variabilidade na distribuicdo e quantidade da seqliéncia telomérica
(TTAGGG)n foi descrita por Meyne et al., (1990) através de FISH em diversos grupos
de vertebrados, incluindo a ordem Chiroptera. Foram observados padrdes unicamente
teloméricos nas espécies Macrotus waterhousii, M. californicus, Monophyllus redmani,
Molossus molossus e Pteronotus macleayii. Adicionalmente, foram evidenciadas ITS na
regido centromérica de Artibeus jamaicensis, Carollia perspicillata, Eumopus glaucinus
e E. perotis em algumas espécies do género Chiroderma (Meyne et al., 1990; Finato et
al., 2000).

A presenca de sitios ndo teloméricos tem consideravel importancia visto sua
relacdo com processos evolutivos resultantes de rearranjos cromossomicos, tais como
inversoes e fusdes céntricas. Deste modo analise da localizagdo de ITS corresponde a
um modelo elucidativo da evolugdo cariotipica dos vertebrados (Meyne et al., 1990;
Guerra, 2004). Em contrapartida o aparecimento de ITS pode estar relacionado ao fato
dessas seqiiéncias serem um componente do DNA satélite de algumas espécies de
mamiferos. Assim, os sitios detectados por FISH com sonda telomérica poderiam
constituir uma caracteristica polimérfica nas populagdes naturais, como observado em
Micoureus demerarae (2n=14) (Pagnozzi et al., 2000) e em Eulemur macaco (2n=44)
(Garagna et al., 1997).

Mais recentemente, t€ém sido utilizada a FISH com sonda de DNAr em alguns
grupos, permitindo um maior entendimento quanto a variabilidade dos genes
ribossomais. Como esse método ndo depende da presencga de proteinas &cidas, pode
ser empregado para localizar as seqiiéncias de DNAr no genoma, independente de
sua atividade (Baker et al., 1992; Guerra, 2004).

Apesar de existir uma correlagdo entre as RONs marcadas com o nitrato de prata

e a FISH, foram observadas diferencas quando se compararam os resultados obtidos
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através dessas duas técnicas em representantes de Rodentia, Suidae, Canidac e em
varias espécies de peixes (Guerra, 2004).

A andlise do ntimero de sitios de DNAr em 50 espécies de morcegos,
representadas por sete familias e 38 géneros, através da FISH com sonda ribossémica
por Baker et al. (1992) revelou a presenga de um numero reduzido de sitios ribossomais,
variando de um a quatro pares de cromossomos, ¢ também constatou a pouca variagao
entre as espécies analisadas.

A localizagdo de RONs em 15 espécies de morcegos através da Ag-RON e FISH
foram descritas por Santos et al., (2001; 2002), para verificar tanto a atividade das
RONs quanto para detectar os sitios de genes de DNATr, respectivamente. As espécies
analisadas eram representantes dos géneros Desmodus, Diphylla (Desmodontinae),
Phyllostomus,  Phylloderma,  Trachops, Tonatia (Phyllostominae), Artibeus,
Platyrrhinus, Sturnira, (Stenodermatinae) e Glossophaga (Glossophaginae). Desses
representantes, apenas o género Artibeus apresentou RONs multiplas (A. lituratus, A.
Jjamaicensis, A. fimbriatus e A. cinereus), estando localizadas nos bragos curtos dos
pares subtelocéntricos 5, 6 e 7, e adicionalmente no braco longo de um dos
cromossomos 5 em A. fimbriatus. Em A. cinereus, as RONs estavam localizadas
intersticialmente no brago longo dos pares 10 e 13. A utilizagdo de FISH com sonda
ribossdmica confirmou o nimero ¢ a posi¢cdo das RONs em todas as espécies, exceto em
A. cinereus, que apresentou sinais de hibridiza¢do nos pares 9, 10 e 13, indicando a

ocorréncia de RON silenciosa no par 9 nessa espécie, a primeira descrita em morcegos.
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Resumo

O género Artibeus (Stenodermatinae) esta constituido por 18 espécies, das quais nove
foram descritas no Brasil. Neste trabalho foi realizado um estudo citogenético comparativo
nos grandes Artibeus (A. obscurus, A. fimbriatus, A. lituratus e A. jamaicensis) através de
bandeamento C (CBG), coloragcdo com AgNOs e fluorocromos base-especificos. As espécies
apresentaram 2n=30 (XX) e 31 (XY,Y>), com Numero Fundamental=56. O CBG evidenciou
blocos de heterocromatina constitutiva (HC) nas regides pericentroméricas de todos os
cromossomos, teloméricas dos pares 5, 6, 7 ¢ X, e uma coloragdo diferencial no braco longo
do X nas quatro espécies. Além disso, os Y; e Y, se apresentaram totalmente
heterocromaticos, exceto para A. jamaicensis. Também foi observada a presenca de HC em
sitios especificos nos autossomos de cada espécie. As RONs estavam localizadas nas
contri¢des secundarias dos bragos curtos, nos pares 5, 6 e 7, exibindo variagao intraindividual
e interespecifica. Através da coloracdo seqiiencial AgNO3/CMA3/DA/DAPI observou-se que
a associacdo da HC com as RONs exibiu marcacdo CMA; positiva em A. obscurus e A.
fimbriatus, indicando riqueza em pares de bases GC nessa regido. O estudo realizado
proporcionou a andlise comparativa das espécies, permitindo sua correta individualizacao,

particularmente, das que ocorrem em simpatria no Nordeste brasileiro.
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Introducao

A familia Phyllostomidae, representada pelos morcegos com folhas nasais, ¢ um grupo
bastante diversificado. Apresenta o maior nimero de géneros e espécies entre os Chiroptera
Neotropicais, compreendendo 11 subfamilias: Carollinae, Desmodontinae, Glossophaginae,
Glyphonycterinae, Lonchophyllinae, Lonchorhininae, Macrotinae, Micronycterinae,
Phyllostominae, Rhinophyllinaec e Stenodermatinae. Esta ultima ¢ detentora da maior
biodiversidade de géneros (20) e espécies (62), em relagdo as demais subfamilias da ordem
Chiroptera (Baker et al., 2003).

O género Artibeus (Leach, 1821) esta constituido por 18 espécies, distribuidas em trés
subgéneros Artibeus (grandes Artibeus), Dermanura ¢ Koopmania (pequenos Artibeus).
Possui distribuigao restrita a regido Neotropical, por toda a América Central e do Sul, desde o
Brasil até o norte da Argentina (Koopman, 1993; Eisenberg e Redford, 1999; Simmons,
2005). No Brasil, foram formalmente registradas apenas quatro espécies dos grandes
Artibeus: A. obscurus, A. fimbriatus, A.lituratus e A. jamaicensis. As duas ultimas sao de
ocorréncia conhecida na maior parte do territorio brasileiro. 4. obscurus distribui-se na
Amazodnia, atingindo o Norte de Mato Grosso, se expandindo pelas regides Nordeste e
Sudeste. Por sua vez, 4. fimbriatus distribui-se nas regides Nordeste, DF, Sudeste e Sul,
ocorrendo em simpatria com A. obscurus, A. lituratus e A. jamaicensis (Simmons, 2005).

A sistematica dos grandes Artibeus ainda ¢ motivo de muitas controvérsias,
decorrentes da extensa similaridade de seus caracteres morfométricos; da variabilidade
intraespecifica nas dimensdes de A. jamaicensis; e da sobreposicao de seus nichos ecologicos,
dificultando assim a correta separagao das espécies desse género (Handley 1987, 1989;
Taddei et al., 1998).

Dentre as técnicas citogenéticas atualmente empregadas para a analise dos morcegos,
destacam-se o bandeamento G (Seabright, 1971), que promove a diferencia¢dao longitudinal
dos cromossomos, permitindo o correto pareamento dos homologos e a verificagdo de
rearranjos cromossomicos; a técnica de bandeamento C (Sumner, 1972) e a coloragdo com
nitrato de prata (Howell e Black, 1980), que marcam as regides de heterocromatina
constitutiva (HC) e as regides organizadoras de nucléolos (RONSs), respectivamente.

A ordem Chiroptera estd caracterizada pela presenca de reduzido contetdo
heterocromatico em relacdo ao genoma da maioria dos mamiferos (van Den Bussche et al.,
1995). Além disso, tém sido amplamente descrito a presenca de blocos heterocromaticos,

situados, preferencialmente, nas regides pericentroméricas de todo o complemento
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cromossomico. Na familia Phyllostomidae, verifica-se que a maioria espécies exibe um
padrdo de HC restrito ao centromero, embora a presenca de heterocromatina também tenha
sido observada nas regides intersticiais e/ou teloméricas do complemento de alguns
representantes (Santos ¢ Souza, 1998a,b; Neves et al., 2001; Santos et al., 2001).

As RONs tém sido evidenciadas pela coloragdo com nitrato de prata (Ag-RON) em
apenas um par cromossdmico, na maioria das espécies de morcegos, estando freqiientemente
localizadas na constri¢do secundaria dos autossomos. Este padrdao tem sido considerado como
uma condi¢do ancestral na familia Phyllostomidae, com base na presenca dessa caracteristica
em individuos da subfamilia Macrotinae, considerada a mais primitiva, ¢ nos noctilionideos,
que compreendem um grupo externo, estritamente relacionado a esta familia. A ocorréncia de
RONs multiplas tem sido descrita em algumas espécies da subfamilia Stenodermatinae, cuja
caracteristica mais freqiliente ¢ a sua presenca em 3 a 4 pares autossdmicos (Morielle-Versute
e Varella-Garcia, 1988; Santos e Souza, 1998b).

O uso de fluorocromos base-especificos, como a Cromomicina Az (CMA;3) e o 4,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), tem sido aplicado na caracterizagdo de diferentes classes da
HC (rica em pares de bases GC e/ou AT, ou sem especificidade), e no estudo da composi¢ao
da heterocromatina e das regides intergénicas associada as RONs (Santos ¢ Souza, 1998 a, b;
Santos et al., 2001; Leite-Silva et al., 2003). Em morcegos, estudos citogenéticos utilizando
fluorocromos sdo escassos, visto que apenas nove espécies da familia Phyllostomidae foram
estudadas com esse enfoque. O fluorocromo DAPI, freqiientemente, tem apresentado uma
coloragdo uniforme ou um fraco padrao de bandas G, enquanto que com o CMA; tem sido
exibido um padrao de bandas R (Santos e Souza, 1998a,b; Santos et al., 2001).

Neste trabalho foram utilizados marcadores citogenéticos (bandeamento C e coloragao
com AgNO;) e moleculares (triplice coloracio CMAj3;/DA/DAPI) nas espécies Artibeus
obscurus e A. fimbriatus, para realizar analise comparativa destas com A. jamaicensis e A.
lituratus, com intuito de avaliar e determinar provaveis diferenciagdes interespecificas, que
aliadas a prévia identificacdo taxondmica, poderdo auxiliar na correta individualizacdo dos

representantes do género Artibeus.
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Material e Métodos

Anadlises cromossOmicas foram realizadas a partir de preparacoes diretas de medula
Ossea em 14 individuos de Artibeus obscurus (6 machos e 8 fémeas); 6 de 4. fimbriatus (2
machos e 4 fémeas); 13 de A. jamaicensis (8 machos e 5 fémeas); 20 individuos de A.
lituratus (10 machos e¢ 10 fémeas) capturados nos municipios de Igarassu (Latitude:
7°48°45°°S; Longitude: 34°56°15°W), Agua Preta (Latitude: 8°41°15”’S; Longitude:
35°33°45°W), Rio Formoso (Latitude: 8°41°15”°S; Longitude: 35°11°15°W), Ipojuca
(Latitude: 8°26°15°’S; Longitude: 35°03°45°°W), Recife (Latitude: 8°03°45°’S; Longitude:
34°56°15°W) no Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. A identificagcdo taxonomica foi
realizada pelo Prof® Alfredo Ricardo Langguth Bonino, Katharine Raquel Pereira dos Santos e
Ana Paloma Tavares de Aratjo da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Padrdes de bandeamento C (CBG) e Ag-RON foram obtidos pelos métodos de Sumner
(1972) e Howell e Black (1980), respectivamente, com algumas modificagdes. A triplice
coloragdo CMA3/DA/DAPI foi realizada de acordo com Schweizer (1980), com algumas
modificacdes (Santos e Souza, 1998a). Para a coloracdo seqiiencial AgNO3;/CMA3/DAPI as
laminas foram descoradas de acordo com Dos Santos Guerra (1991) e coradas com
CMA;/DA/DAPI.

As fotomicrografias foram feitas no fotomicroscopio Leica DMLB, utilizando o filme
Kodak Imagelink ASA 25, para coloragdo convencional, bandeamento C e coloragdo com
AgNOs. As copias foram feitas em papel Kodak Kodabrome II RC F3 e Ilford. No caso das
laminas submetidas a colorag¢do seqiiencial AgNO;/CMA3/DA/DAPI, foi utilizado o sistema
de captura de imagem IM50.
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Resultados

A coloracao convencional permitiu a visualizagdo do numero dipléide, a morfologia
cromossOmica e a determinagdo do sistema sexual dos cariotipos analisados: Artibeus
obscurus, A. fimbriatus, A. lituratus e A. jamaicensis apresentaram idénticos nimero dipléide
2n=30,XX;2n=31,XY Y, e numero fundamental igual a 56 (NF=56), compreendendo
cromossomos meta-submetacéntricos (1-4, 8-14), subtelocéntricos (5, 6, 7 ¢ X) e dois
pequenos acrocéntricos (Y; e Y,). As quatro espécies, contudo, diferiram entre si por
apresentarem tamanhos distintos entre o Y; e o Y, (Fig. 1).

O bandeamento C (CBG) evidenciou blocos de heterocromatina constitutiva (HC) nas
regides pericentroméricas de todos os cromossomos, além de pequenos blocos de HC na
regido telomérica dos pares 5, 6, 7 e X nas quatro espécies (Fig. 2a-d). Além disso, 4.
obscurus (Fig. 2a) apresentou blocos intersticiais nos bracos curtos e longos do par 1, como
também nos bragos longos dos cromossomos 2, 5 e 6, e nos telomeros do brago curto do par
9. Por sua vez, em A. jamaicensis (Fig. 2d) foram observados blocos teloméricos nos bragos
curtos dos pares 9 e 13, e blocos intersticiais nos bracos longos dos cromossomos 1, 2 e 6. A
presenca de um bloco intersticial também foi verificada no brago longo do par 6 em
A.lituratus (Fig 2¢). Em todos os individuos foi verificada ainda uma coloragao diferencial do
braco longo do X, quando comparada com a eucromatina do complemento cromossomico. O
cromossomo Y, mostrou-se quase inteiramente heterocromadtico, exceto para A. jamaicensis
que, diferentemente, exibiu um bloco pericentromérico e um distal (Fig. 2d). O padrdo do Y,
nao pdde ser determinado com precisdo, em decorréncia de seu tamanho puntiforme. A tabela
1 mostra o padrao de banda C observado no complemento cromossdmico das quatro espécies
analisadas.

A coloragdo com nitrato de prata revelou que Artibeus obscurus, A. fimbriatus (Fig.
3a,d), A. lituratus ¢ A. jamaicensis possuem trés pares de RONs situados na regido terminal
dos bragos curtos dos autossomos 5, 6 ¢ 7. A andlise de um total de 100 metafases por
espécie permitiu determinar a freqiiéncia de atividade das RONs, correspondendo a uma
média de trés a quatro cromossomos marcados por célula. Os resultados obtidos
possibilitaram verificar a variabilidade de atividade das RONs, tanto inter como
intraespecificamente (Tabela 2).

A coloragao seqiiencial AgNO3;/CMA3/DA/DAPI evidenciou uma correspondéncia
entre as regides CMAj3 positivas com os sitios marcados pelo nitrato de prata em 4. obscurus e

A. fimbriatus (Fig. 3a-f). Ambas as espécies apresentaram associacdo de HC com as RONs e



Lemos-Pinto, M.M.P. Analise Citogenética Comparativa nos grandes Artibeus 61

marcacoes positivas para o fluorocromo CMAj;, refletindo assim a riqueza de pares GC nesses
sitios heterocromaticos. Adicionais marcagdes CMA; positivas foram observadas nas regides
pericentroméricas de alguns cromossomos, particularmente nos pares 1 e 2 de A. obscurus e
no par 6 de A. obscurus e A. fimbriatus, indicando uma HC rica em pares de bases GC nessas
regides cromossomicas (Figuras 3b,e). Contudo, a coloracdo com DAPI exibiu um padrao

uniforme em todos os cromossomos (Figuras 3c-d).

Tabela 1: Padrao de HC no complemento cromossomico das quatro espécies de Artibeus

Espécies Padrao de banda C
Pericentromérico  Telomérico (p)  Intersticial Disperso Distal
A. lituratus + 5,6,7eX 6 YieY, -
A. fimbriatus + 5,6,7e¢eX - YieY> -
A. jamaicensis + 5,6,7,9,13¢ X 1,2¢6 Y Y,
A. obscurus + 5,6,7,9¢eX 1*,2,5¢6 YieY, -

(p) = brago curto; (q) = brago longo; * = também em p

+ = todos 0S cromossomos

Tabela 2: Variacdo do numero de RON ativas por célula nos grandes Artibeus

Individuo N° total de células
Numero de RON ativas por célula analisadas por individuo
1 2 3 4 5 6
A. obscurus 0 17 53 71 12 16 169
A. fimbriatus 0 14 40 58 27 22 157
A. lituratus 0 7 30 36 22 24 119
A. jamaicensis 0 14 28 47 11 25 123
Total 0 52 151 212 72 87 241

(%) do total 0 21,6 62,6 88 29,9 36,1
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Discussao

A andlise cromossomica convencional das quatro espécies possibilitou uma
comparac¢do interespecifica dos grandes Artibeus, confirmando uma extensa similaridade
entre os representantes desse género (Baker, 1979; Souza e Aratjo, 1990; Santos e Souza,
1998b; Santos et al., 2002). Apesar dos complementos cromossdmicos de A. obscurus, A.
fimbriatus, A. lituratus e A. jamaicensis serem morfologicamente semelhantes, as espécies
apresentaram diferengas de tamanho dos alossomos Y; e Y,, como descrito por Hsu ef al.
(1968) para as espécies A. lituratus, A. jamaicensis € A. toltecus.

O sistema sexual multiplo, em morcegos, ¢ provavelmente originado a partir de
translocacdes entre autossomos € o cromossomo X, em que um dos autossomos se fusionou
ao braco curto do X e seu respectivo homodlogo (Y,) passou a integrar o sistema de
determinagdo sexual, juntamente com o Y original (Y;) (Tucker, 1986; Rodrigues et al.,
2003). Embora esses rearranjos entre autossomos ¢ alossomos ocorram apenas
esporadicamente na classe Mammalia, na familia Phyllostomidae os mesmos foram descritos
em 23 espécies, das quais 18 encontram-se em Stenodermatinae. De acordo com Baker
(1979), no género Artibeus o sistema multiplo tem sido observado em pelo menos 11
espécies: A. aztecus, A. cinereus, A. glaucus e A. toltecus (subgénero Dermanura); A.
obscurus, A. fimbriatus, A. hirsutus, A. inopinatus A. jamaicensis, A. lituratus e A.
planirostris (subgénero Artibeus). O padrdo obtido no presente trabalho corrobora ao que foi
descrito para A. obscurus, A. fimbriatus, A. lituratus e A. jamaicensis. A subfamilia
Stenodermatinae ¢ caracterizada por apresentar grupos com extensa conservagao cariotipica,
incluindo representantes do género Artibeus. Entretanto, uma variagdo geografica envolvendo
os cromossomos sexuais foi descrito para A. cinereus, que apresentou 2n=30,XX e
2n=31,XY Y, em espécimes coletado em Trinidad (Tucker, 1986) e, em contrapartida, exibiu
2n=30 para ambos os sexos em individuos provenientes de Pernambuco (Souza e¢ Aratjo,
1990) e Belém do Para (Noronha, 2000), Brasil, representando o sistema composto do tipo
neo-XY. Este mecanismo sexual ¢ derivado do sistema multiplo, resultado da fusdo entre Y, e
Y, tendo sido descrito para algumas espécies do género Artibeus (A. toltecus e A. watsoni)
(Tucker, 1986).

A distribuicdo pericentromérica de HC mostrada pelas quatro espécies analisadas
também tem sido observada na maioria das espécies da familia Phyllostomidae. Além disso,
foi verificada uma coloracdo diferencial no braco longo do X, que ¢ considerada uma

caracteristica de representantes de Stenodermatinae, indicando a ocorréncia de uma
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eucromatina dispersa, com propriedades estruturais diferentes da eucromatina do genoma
dessas espécies. O padrdo heterocromatico observado nos acrocéntricos Y; e Y estd de acordo ao
que tem sido descrito para outros representantes dos filostomideos (Souza e Aratjo, 1990;
Santos e Souza, 1998b; Santos et al., 2001, 2002). Entretanto, o Y, de A. jamaicensis exibiu um
padrao diferencial de bandas, centromérica e distal, o que reflete o seu carater autossomico,
homologo ao autossomo translocado para o braco curto do X. A auséncia deste padrdo em A.
obscurus, A. fimbriatus e A. lituratus, que também possuem sistema sexual multiplo,
provavelmente, deve-se ao grau de condensacdo de seus acrocéntricos.

Blocos de HC nas regides pericentroméricas de todos os cromossomos e teloméricas
dos pares 5, 6, 7 e X, correspondem a um padrdo compartilhado por A. obscurus, A.
fimbriatus, A. lituratus e A. jamaicensis, e por outros representantes de Stenodermatinae.
Adicionalmente, cada espécie exibiu um conjunto particular de bandas heterocromaticas, que
permitiu sua individualizacdo e diferenciagdo.

A distribuicao de HC, exibida neste trabalho, apresentou algumas discrepancias em
relacdo aos trabalhos de Souza e Aratjo (1990) e Santos e Souza (1998a), quanto a presenga
de blocos intersticiais de HC no brago longo do par 6 em A. lituratus e A. jamaicensis. Em
contrapartida, tais autores descreveram a ocorréncia de bandas teloméricas no brago curto do
par 9 de A. lituratus e intersticiais no braco longo do par 3 de 4. jamaicensis. As divergéncias
apresentadas estdo, provavelmente, vinculadas ao grau de condensa¢do dos cromossomos em
cada estudo realizado, o que poderia mascarar a ocorréncia de HC em determinadas regides
do complemento cromossémico, logo, resultando em modificagdes no padrao de HC.

Variagdes intragenéricas na distribuicao de heterocromatina constitutiva foram descritas
apenas em casos esporadicos na familia Phyllostomidae. A uniformidade do padrao de HC
tem sido observada principalmente, em grupos que apresentam extensa conservacao
cariotipica, a exemplo das espécies Phyllostomus discolor, P. hastatus e P. elongatus
(subfamilia Phyllostominae), cuja HC esta restrita a regido pericentromérica dos
cromossomos (Morielle e Varella-Garcia, 1988; Varella-Garcia ef al.1989). Entretanto, o que
se verificou no género Artibeus (A. obscurus, A. fimbriatus, A. lituratus, A. jamaicensis e A.
cinereus) a despeito de sua alta taxa de conservagdo, foi um diferenciado padrdo de bandas
heterocromaticas em cada espécie analisada, similarmente ao que se observa no género
Uroderma (Silva et al., 2005). Este, apesar de constituir um membro da subfamilia
Stenodermatinae, como Artibeus, apresenta megaevolucdo cariotipica (Baker e Bickham,
1980), de modo que seus representantes exibem extensas disparidades cromossdmicas,

incluindo o padrao de HC.



Lemos-Pinto, M.M.P. Analise Citogenética Comparativa nos grandes Artibeus 64

A localizacdo das RONs verificada através da coloragdo com AgNO; nos
subtelocéntricos 5, 6 € 7 em A. lituratus, A. jamaicensis € A. fimbriatus,juntamente com o
dado inédito de A. obscurus,foi similar ao descrito por Santos et al. (2002) para o género
Artibeus, que distinguiram dois tipos de distribui¢do das RONSs: 1) nas regides distais dos
bracos curtos dos pares 5, 6 € 7 (4. lituratus, A. jamaicensis € A. fimbriatus) e 2) na regiao
intersticial dos bracos longos dos pares 10 e 13 em (4. cinereus). Para a espécie 4. fimbriatus
verificou-se ainda uma marca¢do adicional, na regido intersticial do braco longo do par 5, que
ndo foi observado neste trabalho. Esses autores utilizaram FISH com sonda ribossémica 18S,
para averiguar a localizacdo dos sitios de DNAr, constatando-se variacdo na relagdo do
numero e localizacado das RONs em A. cinereus, que correspondeu ao primeiro sitio silencioso
de DNATr (par 9) em morcegos.

Considerando que o género Artibeus tem sido caracterizado por apresentar trés pares
de RONS, a variagdo observada nas espécies analisadas (3 a 4 marcagdes) estd de acordo com
estudos realizados nesse grupo (4 a 5 marcagdes), € em representantes da familia
Phyllostomidae, que envolveram a variabilidade do nimero de RONSs ativas por célula. Estes
trabalhos mostraram que a freqiiéncia de marcagdes por metafase difere significativamente
entre individuos e espécies com RONs multiplas. Todavia, isto ndo é regra para espécies que
possuem apenas um unico par de RONs por célula, uma vez que nao exibem alteragdes
significativas na atividade dessas estruturas. As diferengas verificadas na localizagdo e
nimero das RONs indicam que estas sdo “hotspots” freqiientemente envolvidos em rearranjos
cromossomicos, podendo ser utilizadas como instrumento para a avaliagdo de relagdes
filogenéticas (Morielle e Varella-Garcia, 1988; Souza e Araujo, 1990; Santos et al., 2002).

Apesar do amplo emprego da coloragdo com AgNO; em vertebrados, na identificacdo
das RONS, o tratamento com fluorocromos GC especificos, como a CMAj;, t€m sido utilizado
para revelar RONs ativas ou inativas no complemento cromossomico. Estas estruturas sao
formadas por seqiiéncias espacadoras ou estdo associadas a regides heterocromaticas, ambas
comumente ligadas a familias de DNA ricas em pares de base GC (Salvadori et al. 1995;
Silva e Maistro, 2006). As espécies A. obscurus e A. fimbriatus apresentaram associacio de
blocos heterocromaticos com as RONs, que exibiram riqueza em pares de base GC pois
reagiram positivamente ao fluorocromo CMAj;. Este resultado ¢ similar ao descrito por Santos
e Souza (1998a), para as espécies A. lituratus e A. jamaicensis, cuja associagao (RONs + HC)
resultou em semelhante marcacdo fluorescente e, também, mostraram-se neutras ao corante

DAPL
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Nos representantes da familia Phyllostomidae, as respostas diferenciais aos
fluorocromos CMA3 e DAPI tém sugerido uma heterogeneidade quanto a composicdo de
bases das regides intergénicas presentes nas RONs. A coloragdo seqiiencial AgNO3/CMA;
evidenciou regides espacadoras CMAj; positivas em Carollia perspicillata, Desmodus
rotundus, Diphylla ecaudata, Lonchorhina aurita Phyllostomus discolor; e CMAj; neutras em
Trachops cirrhosus. Adicionalmente, a triplice coloragdo CMA3/DA/DAPI tem realgado os
padrdes de bandas R (ricas em GC) com CMAj; e tem revelado uma coloracdo uniforme ao
longo dos cromossomos ou um fraco padrao de bandas G (ricas em AT com DAPI) (Santos e
Souza, 1998 a,b; Santos ef al., 2001; Barros, 2006).

Marcadores citogenéticos diferenciais e moleculares, aliados aos estudos taxonomicos,
tém permitido uma melhor compreensdo das relagdes filogenéticas e dos mecanismos
responsaveis pela divergéncia cromossomica dos diferentes taxons da ordem Chiroptera. O
estudo realizado proporcionou a analise comparativa das espécies, permitindo a visualizagao
de estruturas conservadas e compartilhadas pelo género Artibeus. Além disso, possibilitou
identificar divergéncias intragenéricas em um grupo que ¢ caracterizado por exibir extensa
conservacgao cariotipica.

Considerando a grande similaridade de caracteristicas morfoldgicas entre Artibeus
obscurus, A. fimbriatus, A. lituratus e A. jamaicensis, além da superposicao de seus nichos
ecoldgicos no Nordeste brasileiro, Taddei et al. (1998) destacaram a necessidade da andlise de
amplos caracteres na determinacao taxondmica dessas espécies.

A caracterizagdo cromossomica descrita neste trabalho, especificamente o padrdo de
HC, proporcionou a diferenciagdo citotaxonomica de 4. obscurus, A. fimbriatus, A. lituratus e
A. jamaicensis. Os dados obtidos neste trabalho serdo de grande importancia, pois permitirdo

a correta individualizacdo de espécies que ocorrem em simpatria no Nordeste brasileiro.
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Apéndice

Familia Phyllostomidae

Artibeus obscurus

M 318 (3214) - Saltinho (Rio formoso)
M 319 (3206) - Saltinho (Rio formoso)
M 336 (3235) - Saltinho (Rio formoso)
M 337 (3238) - Saltinho (Rio formoso)
M 340 (3216) - Saltinho (Rio formoso)
M 344 (3237) - Saltinho (Rio formoso)
M 359 (3230) - Saltinho (Rio formoso)
M 381 (3181) - Saltinho (Rio formoso)
M 397 (3186) - Dois irmaos

M 455 (3189) - Saltinho (Rio formoso)
M 478 (3179) - Saltinho (Rio formoso)

A. fimbriatus

M 346 (3215) - Saltinho (Rio formoso)
M 382 (3184) - Saltinho (Rio formoso)
M 395 (3177) - Dois irmaos

M 453 (3175) - Saltinho (Rio formoso)
M 479 (3192) - Saltinho (Rio formoso)

A. lituratus

M 221 (3418) - Igarassu

M 379 (3178) - Saltinho (Rio formoso)
M 446 (3191) - Saltinho (Rio formoso)
M 454 (3182) - Saltinho (Rio formoso)
M 475 (3188) - Saltinho (Rio formoso)
M 476 (3180) - Saltinho (Rio formoso)

A. jamaicensis

M 118 (3424) - Igarassu

M 124 (3212) - Igarassu

M 137 (3423) - Aldeia

M 188 (3428) - Igarassu

M 262 (3220) - Agua Preta (Fazenda Camario)
M 263 (3218) - Agua Preta (Fazenda Camaréo)
M 393 (3202) - Dois irmaos

M 400 (3176) - Dois irmaos

M 401 (3196) - Dois irmaos
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Figura 1: Caridtipo convencional de macho de Artibeus obscurus (a). Em destaque estdo os
sistemas sexuais de machos de A. fimbriatus (b), A. jamaicensis (¢) e A. lituratus

(d)
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Figura 2: Bandeamento C no caridtipo de macho de A. obscurus (a), A. fimbriatus (b), A. jamaicensis (d) e fémea de A. lituratus (c),

cujo par sexual do macho esta em destaque.
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Figura 3: Metafases mitoticas de Artibeus obscurus (a-¢) e A. fimbriatus (d-f).
Coloracao seqiiencial AgNOs/CMA3/DAPI: (a, d) AgNO;, (b, €) CMAj ¢
(c, f) DAPI. As setas indicam as RONSs.
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5. Conclusoes

1. Embora as transloca¢des Robertsonianas tenham participado ativamente da evolugao
cromossomica na ordem Chiroptera, alguns grupos sdo caracterizados por exibir
extensa conservagao cariotipica, como o género Artibeus, cujas espécies analisadas

apresentaram semelhantes complementos cromossomicos.

2. As espécies Artibeus obscurus e A. fimbriatus apresentaram 2n=30,XX;
2n=31,XY,Y, e NF=56, condi¢do considerada primitiva para a familia
Phyllostomidae, por sua alta freqiiéncia entre os caridtipos dos representantes de

suas diferentes subfamilias.

3. A presenca do sistema de determinagdo sexual do tipo multiplo (XX; XY Y>),
descrita em Artibeus obscurus, A. fimbriatus, A. lituratus ¢ A. jamaicensis, esta
relacionada a peculiaridades da subfamilia Stenodermatinae. Esta possui o maior
nimero de individuos que sofreram rearranjos envolvendo autossomos e
cromossomos sexuais entre os filostomideos, apresentando espécies com

mecanismos sexuais simples, multiplos € compostos.

4. Padrao de HC descrito pela primeira vez para A. obscurus e A. fimbriatus,
juntamente com A. lituratus e A. jamaicensis, proporcionou a diferenciagdo
citotaxondmica dos grandes Artibeus, permitindo a precisa diferenciagdo das

espécies através de marcadores espécie-especificos.

5. A coloragdo diferencial observada pela eucromatina presente no brago longo do X
das quatro espécies, quando submetidas ao bandeamento C, freqiientemente tem

sido observada em representantes da subfamilia Stenodermatinae.

6. A presenga de RONs multiplas, geralmente 3 pares, em espécies dos géneros

Artibeus ¢, provavelmente, resultado da fragmentagdo das seqiliéncias de rDNA.

7. A utilizagdo de flurocromos base-especificos (CMAj; e DAPI) nos representantes da
familia Phyllostomidae tem apresentado, geralmente, uma riqueza em pares de bases

GC nas regides heterocromaticas e espagadoras associadas as RONs, e uma
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coloracdo uniforme com o DAPI, como foi observada em A. obscurus ¢ A.

fimbriatus.

A caracterizagdo da HC, através da triplice coloragdo, possibilitou a qualificacdo

molecular dessa estrutura, revelando uma predominante associagdo de

heterocromatina com seqiiéncias ricas em pares GC. As espécies A. obscurus e A.

. ~ + o~ ro:

fimbriatus  apresentaram marcagdes CMA; nas regides teloméricas e
pericentroméricas de alguns cromossomos, corroborando com os dados descritos
para Phyllostomidae, particularmente A. lituratus e A. jamaicensis. Essas regides

correspondem a sitios heterocromaticos preferenciais presentes nos quirdpteros.
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6. Abstract

The genus Artibeus (Stenodermatinae) comprises 18 species and its distribution is
restricted to the Neotropical Region. In Brazil had been registered only four great
species of the Artibeus: A. lituratus, A. jamaicensis, A. obscurus and A. fimbriatus. In
this work a comparative cytogenetic study was carried out in great the Artibeus through
differential and molecular techniques of chromosomic analysis. The chromosomic
preparations were obtained from marrow bone of Artibeus obscurus (6 males and 8
females), A. fimbriatus (2 males and 4 females), 4. jamaicensis (8 males and 5 females)
and A. lituratus (10 males and 10 females) collected in Pernambuco (Brazil). The
species citotype presented 2n=30/31 (XX;XYY>), and Fundamental Number (NF=56).
In all species, however, the chromosomes Y; and Y, had differed between itself for
presenting distinct sizes. C-banding shows blocks of constitutive heterochromatin (HC)
in the pericentromerics regions of all the chromosomes and small heterochromatic
blocks in the telomeric region of pairs 5, 6, 7 e X for all. Moreover A. obscurus
presented interstitial blocks in the short and long arms of pair 1, as well as in the long
arms of pairs 2, 5 and 6, besides in telomeres of pair 9. On other hands, 4. jamaicensis
exhibited telomerics blocks in the long arms of pairs 9 and 13, besides had been
observed interstitial blocks in the long arms of pairs 1, 2 and 6. The presence of an
interstitial block was also was presented in the long arm of pair 6 in 4. lituratus. In all
the individuals, the long arm of X was darked when compared with the euchromatin of
the others chromosomes, and the Y, and Y, had revealed heterochromatinized, except
by A. jamaicensis which showed centromeric and distal blocks in Y. In the four
analyzed species, the RONs were located in the secondary constriction of pairs 5, 6 and
7, showing intraindividual variation in distribution of the activity of the RONs
corresponded to three or four marked chromosomes. Through the sequential coloration
AgNO3;/CMA3/DA/DAPI was observed that the heterochromatics blocks associated to
the RONSs in 4. obscurus and A. fimbriatus presented GC-richness. This work allows a
comparative analysis in genus Artibeus, which exhibits both conserved structures for all

and unique marks for each species. Therefore was possible individualize them.

Key words: Artibeus, C-banding, Ag-RON, CMA;, DAPI.



Lemos-Pinto, M.M..P. Utilizacdo de marcadores citogenéticos — Artibeus 77

7. Anexos

7.1 Genetics and Molecular Biology

SCOPE AND POLICY

Genetics and Molecular Biology (formerly named Revista Brasileira de
Genética/Brazilian Journal of Genetics - ISSN 0100-8455) is published quarterly by the
Sociedade Brasileira de Genética (Brazilian Society of Genetics).

The Journal considers contributions that present the results of original research in
genetics, evolution and related scientific disciplines.

Although Genetics and Molecular Biology is an official publication of the Brazilian
Society of Genetics, contributors are not required to be members of the Society.

It is a fundamental condition that submitted manuscripts have not been and will not be
published elsewhere. With the acceptance of a manuscript for publication, the
publishers acquire full and exclusive copyright for all languages and countries.

Manuscripts considered in conformity with the scope of the journal as judged by the
Editor in conjunction with the Editorial Board are reviewed by the Associate Editors
and two or more external reviewers. Acceptance by the Editor is based on the quality of
the work as substantial contribution to the field and on the overall presentation of the
manuscript.

SUBMISSION OF PAPERS

1. Manuscripts should be submitted to:

Angela M. Vianna-Morgante, Editor-in-Chief
Genetics and Molecular Biology
Rua Capitdo Adelmio Norberto da Silva, 736

14025-670 Ribeirdo Preto, SP - Brazil

2. A submission package sent to the Editorial Office must contain: a) A cover letter
signed by all authors stating that they have approved the submission of the manuscript
and that the findings have not been published or are not under consideration for
publication elsewhere.

b) A hard copy of the manuscript, including original figures.

¢) A copy of any unpublished or in-press companion articles referred to in the
submission.

d) An electronic copy of the text, tables and figures. Formats for text are Word or RTF,
in Windows platform. Images in TIFF or JPEG formats should be sent in separate files
(For Figures, see detailed instructions in 3.1.h). Mailed disks must be labeled with the
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first author's last name, platform and software (see detailed instructions below). Failure
to adhere to these guidelines can delay the handling of your contribution and
manuscripts may be returned before being reviewed.

3. Categories of Contribution 3.1. Research Articles

Manuscripts must be written in English in double-spaced, 12-point type throughout,
including the References Cited section, appendices, tables and legends; printed on one
side only of A4 paper with 2.5 cm margins; marked with consecutive page numbers,
beginning with the cover page.

The following elements must start on a new page and be ordered as they are listed
below:

a) The title page must contain: a concise and informative title; the authors' names (first
name at full length); the authors' institutional affiliation, including department,
institution, city, state or province and country; different affiliations indicated with
superscript numbers; a short running title of about 35 characters, including spaces; up to
five key words; the corresponding author's name, postal address, phone and fax
numbers and email address. The corresponding author is the person responsible for
checking the page proofs, arranging for the payment of color illustrations and author's
alteration charges.

b) The Abstract must be a single paragraph that does not exceed 200 words and
summarizes the main results and conclusions of the study. It should not contain
references.

c¢) The text must be as succinct as possible. Text citations: articles should be referred to
by authors' surnames and date of publication; citations with two authors must include
both names; in citations with three or more authors, name the first author and use et al.
List two or more references in the same citation in chronological order, separated by
semi-colons. When two or more works in a citation were published in the same year, list
them alphabetically by the first author surname. For two or more works by the same
author(s) in a citation, list them chronologically, with the years separated by commas.
(Example: Freire-Maia ef al., 1966a, 1966b, 2000). Only articles that are published or in
press should be cited. In the case of personal communications or unpublished results, all
contributors must be listed by initials and last name (et al. should not be used).
Numbers: In the text, numbers nine or less must be written out except as part of a date, a
fraction or decimal, a percentage, or a unit of measurement. Use Arabic numerals for
numbers larger than nine. Avoid starting a sentence with a number. Binomial Names:
Latin names of genera, species and intraspecific taxa in the text must be printed in
italics; names of orders and families should appear in the Title and also when first
mentioned in the text. URLs for programs, data or other sources should be listed in the
Internet Resources Section, immediately after the References Section, not in the text.
URLS for citations of publications in electronic journals should appear in the reference
section.

The text includes the following elements:

Introduction - Description of the background that led to the study.
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Material (or Subjects) and Methods - Details relevant to the conduct of the study.
Statistical methods should be explained at the end of this section.

Results - Undue repetition in text and tables should be avoided. Comment on
significance of results is appropriate but broader discussion should be part of the
Discussion section.

Discussion - The findings of the study should be placed in context of relevant published
data. Ideas presented in other publications should not be discussed solely to make an
exhaustive presentation.

Some manuscripts may require different formats appropriate to their content.

d) The Acknowledgments must be a single paragraph that immediately follows the
discussion and includes references to grant support.

e) The References Section: references must be ordered alphabetically by the first
author surname; references with the same first author should be ordered as follows: first,
as single author in chronological order; next, with only one more co-author in
alphabetical order by the second author; and finally followed by references with more
than two co-authors, in chronological order, independent of the second author surnames.
Use standard abbreviations for journal titles. Only articles that are published or in press
should be included in this section. Works submitted to a publication but not yet
accepted, personal communications and unpublished data must be cited within the text.
"Personal communication" refers to individuals other than the authors of the manuscript
being submitted; "unpublished data" refers to data produced by at least one of the
authors of the manuscript being submitted.

Sample journal article citation:

Breuer ME and Pavan C (1955) Behaviour of polytene chromosomes of Rhynchosciara
angelae at different stages of larval development. Chromosoma 7:371-386.

Yonenaga-Yassuda Y, Rodrigues MT and Pellegrino KCM (2005) Chromosomal
banding patterns in the eyelid-less microteiid lizard radiation: The X;X;X,X; :X;X,Y
sex chromosome system in Calyptommatus and the karyotypes of Psilophtalmus and
Tretioscincus (Squamata, Gymnophthalmidae). Genet Mol Biol 28:700-709.

Sample book citation:

Dobzhansky T (1951) Genetics and Origin of Species. 3rd edition. Columbia University
Press, New York, 364 pp.

Sample chapter-in-book citation:

Crawford DC and Howard-Peebles PN (2005) Fragile X: From cytogenetics to
molecular genetics. In Gersen SL and Keagle MB (eds) The Principles of Clinical
Cytogenetics. 2nd edition. Humana Press, New Jersey, pp 495-513.

Sample electronic article citation:



Lemos-Pinto, M.M..P. Utilizacdo de marcadores citogenéticos — Artibeus 80

Simin K, Wu H, Lu L, Pinkel D, Albertson D, Cardiff RD and Van Dyke T (2004) pRb
inactivation in mammary cells reveals common mechanisms for tumor initiation and
progression in divergent epithelia. Plos Biol 2:194-205. http://www.plosbiology.org.

f) Internet Resources Section: this section should contain a list of URLs referring to
data presented in the text, software programs and other Internet resources used during
data processing. When databases are cited, date of consultation must be stated.

Sample Internet resource citation:

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM
(September 4, 2005)

LEM Software, http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergfiles/hybrid design.htm

g) Tables: each table must start on a new page. A concise title should be provided
above the table. Tables must be numbered consecutively in Arabic numerals. Each
column must have a title in the box head. Footnotes typed directly below the table
should be indicated in lowercase superscript numbers.

h) Figures must be numbered consecutively in Arabic numerals. Legends should be
typed on a separate sheet. A set of original illustrations of the highest quality must be
provided in glossy paper. If you have created figures electronically submit them also as
hard copies. Scanned figures should not be submitted. Images should be in TIFF or
JPEG format and provided in separate files. Figures in Word format cannot be
published. Journal quality reproduction will require grayscale and color at resolution
yielding 300 dpi. Authors should submit bitmapped line art at resolution yielding 600-
1200 dpi. These resolutions refer to the output size of the file; if it is anticipated that
images will be enlarged or reduced, the resolutions should be adjusted accordingly.
Identify each illustration by affixing on the back a label containing: the number of the
figure, the name of the first author and an arrow indicating top of illustration.
INlustrations supplied on disks must follow instructions in item 2 (Submission package).
Color illustration can be accepted, but authors are asked to defray the cost. For costs of
color figures, check with the Editorial Office.

1) Nomenclature should adhere to current international standards.

J) Sequences may appear in text or in figure. DNA, RNA and protein sequences equal
to or greater than 50 units must be entered into public databases. The accession number
must be provided and released to the general public together with publication of the
article. Long sequences requiring more than two pages to reproduce will not be
published unless the Editorial decision is that the publication is necessary. Complete
mtDNA sequence will not be published.

k) Data access: reference should be made to availability of detailed data and materials
used for reported studies.

1) Ethical issues: Reports of experiments on live vertebrates must include a brief
statement that the institutional review board approved the work. For experiments
involving human subjects, authors must also include a statement that informed consent
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was obtained from all subjects. If photos or any other identifiable data are included, a
copy of the signed consent must accompany the manuscript.

3.2 Short Communications

Present brief observations that do not warrant full-length articles. They should not be
considered preliminary communications. They should be 15 or fewer typed pages in
double spaced 12-point type, including literature cited. They should include an Abstract
no longer than five percent of the paper's length and no further subdivision with
introduction, material and methods, results and discussion in a single section. Up to two
tables and two figures may be submitted. The title page and reference section format is
that of full-length article.

3.3 Letters to the Editor

Relate or respond to recent published items in the journal. Discussions of political,
social and ethical issues of interest to geneticists are also welcome in this form.

3.4 Review Articles
Review Articles are welcome.
3.5 Book Reviews

Publishers are invited to submit books on Genetics, Evolution and related disciplines,
for review in the journal. Aspiring reviewers may propose writing a review.

3.6 History, Story and Memories

Accounts on historical aspects of Genetics relating to Brazil.

4. Proofs Page proofs will be sent to the corresponding author. Changes made to page
proofs, apart from printer's errors, will be charged to the authors. Notes added in proof

require Editorial approval.

5. Reprints Reprints are free of charge and provided as a pdf-file.



