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RESUMO

Os morcegos representam um grupo amplamente distribuido e diversificado. A diversidade de
habitos alimentares faz da ordem Chiroptera uma das mais bem sucedidas entre os mamiferos,
desempenhando, em funcdo de seus habitos, um importante papel no controle de insetos, na
polinizacdo e na dispersdo de sementes de numerosos vegetais. A familia Phyllostomidae
constitui a terceira maior familia em nimero de espécies dentro da Ordem Chiroptera. Entre as
representantes neotropicais € a mais numerosa, sendo encontrada em florestas tropicais da
America do Sul, particularmente, concentrada na Amazo6nia que é a regido com maior
diversidade de morcegos do mundo. No presente trabalho foram analisados citogeneticamente
exemplares de trés espécies da subfamilia Phyllostominae: Chrotopterus auritus, Trachops
cirrhosus e Vampyrum spectrum coletados no estado do Pard e Amazonas. Os dados
cromossdémicos obtidos para Chrotopterus auritus (2n = 28 e NF = 52) e Trachops cirrhosus (2n =
30, FN = 56) estdo de acordo com os descritos na literatura. Para Vampyrum spectrum (2n=30
NF=56) relatamos os primeiros padroes de bandeamento e FISH (Hibridizacdo in situ
Fluorescente). A técnica de bandeamento C demonstrou um padrdo pericentromérico de
distribuicdo da heterocromatina constitutiva nas trés espécies estudadas. A técnica de FISH com
sondas de DNA teloméricas humanas mostrou apenas marcacoes distais em todos 0s cromossomos
das trés espécies e as sondas de rDNA 18S confirmaram a localizacéo das Regifes Organizadoras
Nucleares observadas na técnica de Ag-NOR, presentes no braco longo do par 2 de Chrotopterus
auritus, no par 11 de Trachops cirrhosus e no braco longo do par 1 de Vampyrum spectrum. A
andlise comparativa entre elas sugere um extenso grau de diferenciacdo cromossémica, com
poucos cromossomos compartilhados entre os trés géneros. Contudo, cinco pares cromossémicos
inteiros se mantiveram conservados sem nenhum tipo de rearranjo apds a divergéncia das trés
linhagens. A comparacdo entre as espécies revela que C. auritus e V. spectrum apresentam mais
elementos compartilhados entre si do que em relacdo a T. cirrhosus. Nossos resultados apoiam a
proximidade filogenética entre C. auritus e V. spectrum e sugerem a associacdo de T. cirrhosus
com o clado do género Phyllostomus.

Palavras chave: Chiroptera, Phyllostominae, citogenética, bandeamento cromossdémico,

diversidade.
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ABSTRACT

Bats are a highly distributed and diversified group.The diversity of feeding habits makes the
Order Chiroptera one of the highest successes among mammals, being very important, because
of these habits, on the control of insects, on pollination, and on dispersion of seeds of many
vegetables. The family Phyllostomidae is the third bigger family on number of species into the
Order Chiroptera. Among the neotropical ones, this family is the most numerous, being found
in the rainforests of South America, especially in the Amazon region, where there is the
highest diversity of bats in the World. In the present work it was analyzed cytogenetically a
sample of three species of the subfamily Phyllostominae: Chrotopterus auritus, Trachops
cirrhosus and Vampyrum spectrum collected in the Para and Amazon states. The chromosomal
data obtained for Chrotopterus auritus (2n = 28 e NF = 52) and Trachops cirrhosus (2n = 30,
FN = 56) are in agreement with the ones described in the literature. For Vampyrum spectrum
(2n=30 NF=56) we described for the fist time the banding patterns and FISH (Fluorescent in situ
Hybridization). The C-banding technique demonstrated a pericentric pattern of distribution of the
centromeric heterochromatin in the three species here studied. The FISH with telomeric DNA
probes shown only distal hybridizations in all chromosomes of the three species, while the 18S
rDNA proble confirmed the location of the NOR observed by Ag-NOR staining, in the long arm of
pair 2 Chrotopterus auritus, in the pair 11 of Trachops cirrhosus and in the long arm of the
pair 1 of Vampyrum spectrum. The comparative analysis among the species suggests an
extensive chromosomal differentiation, with few chromosome pairs being shared among the
three genera. Five whole chromosome pairs were conserved without any rearrangement after
the divergence of the three lineages. The comparison among the species shows that C. auritus
and V. spectrum have more shared pairs between them than with T. cirrhosus. Our results
support the phylogenetic association between C. auritus and V. spectrum and suggest the

association of T. cirrhosus with the genus Phyllostomus.

Key words: Chiroptera, Phyllostominae, cytogenetic, chromosome banding, diversity



1 - INTRODUCAO
1.1 - CARACTERISTICAS GERAIS DA ORDEM CHIROPTERA

Os morcegos, constituintes da Ordem Chiroptera (do grego cheir: méo e
pteron: asa) pertencentes a Classe Mammalia, representam o segundo grupo mais
diversificado e amplamente distribuido de mamiferos placentarios, somente sendo
superados pela Ordem Rodentia, com aproximadamente 2277 espécies (Wilson &
Reeder, 2005). Os quirépteros apresentam-se divididos em dezenove familias, 202
géneros e 1120 espécies (Simmons, 2005; Miller-Butterworth et al., 2007),
representando aproximadamente 22% de todas as espécies de mamiferos conhecidas,
que totalizam 5416 espécies (Wilson & Reeder, 2005).

As dezenove familias que compreendem a ordem s&o tradicionalmente divididas em
duas subordens, os Megachiroptera e Microchiroptera. A subordem Megachiroptera, que
ndo ocorre no Brasil, possui apenas uma Unica familia, Pteropodidae, dividida em 4
subfamilias: Pteropodinae, Harponycterinae, Nyctimeninae e Macroglossinae (Hill &
Smith, 1986) com 42 géneros e 186 espécies, sendo restritas ao Velho Mundo (Africa,
Asia, Australia e Oceania) onde sdo popularmente conhecidas como “raposas voadoras”
(Simmons, 2005). Eles séo diretamente dependentes da visdo para se orientarem nos v6os
crepusculares e noturnos, e por isso possuem olhos grandes, que ajudam na localizacéo de
flores e frutos, os quais representam a base de sua dieta (Simmons, 2005). Estes morcegos
ndo apresentam o recurso da ecolocalizagdo em sua maioria, ocorrendo apenas em espécies
pertencentes ao género Rousettus.

A subordem Microchiroptera é dividida em quatro superfamilias, com 18 familias,
160 géneros e 930 espécies de ampla distribuicdo geografica: Emballonuroidea

(Rhinopomatidae, Emballonuridae e Craseonycteridae), Rhinolophoidea (Rhinolophidae,



Hipposideridae, Nycteridae e Megadermatidae), Phyllostomoidea (Noctilinoidea,
Mormoopidae, Mystacinidae e Phyllostomidae) e Vespertilionoidea (\Vespertilionidae,
Natalidae, Furipteridae, Thyropteridae, Myzopodidae e Molossidae). Trés familias sdo
cosmopolitas (Emballonuridae, Molossidae e Vespertilionidae) e nove ocorrem no Novo
Mundo. No Brasil sdo reconhecidas as nove familias (Emballonuridae, Phyllostomidae,
Mormoopidae, Noctilionidae, Furipteridae, Thyropteridae, Natalidae, Molossidae e
Vespertilionidae), 64 géneros e cerca de 167 espécies (Reis et al. 2007), sendo o pais com
0 segundo maior numero de espécies da América do Sul, superado apenas pela Colémbia
(Reis et al., 2006).

Os microquirdpteros desenvolveram o recurso da ecolocalizagdo, um sistema
orientador espacial mais especializado que a visdo dos megaquiropteros e, portanto, sdo
bastante adaptados a v6os noturnos. Este sistema estd entre os fatores responsaveis pela
maior diversidade evolutiva na subordem, permitindo exploracdo de ampla variedade de
abrigos e de alimentos, em comparacdo com o0s Megachiroptera (Nowak, 1994;
Altringham, 1996; Marques-Aguiar et al, 2002). A Tabela 1 apresenta dados sobre as
familias que compbem as subordens, destacando as encontradas no Brasil, com seus

respectivos nimero de espécies.



Tabela 1: NUmero de géneros e espécies das diversas familias da Ordem Chiroptera,
demostrando as quantidades encontradas no Brasil.

Taxon Géneros Espécies N° Espécies
Brasileiras

Megachiroptera
Pteropodidae 42 186 -

Microchiroptera

Emballonuroidea

Rhinopomatidae 1 4 -
Emballonuridae 13 51 15
Craseonycteridae 1 1 -

Rhinolophoidea

Rhinolophidae 1 77 -
Hipposideridae 9 81 -
Nycteridae 1 16 -
Megadermatidae 4 5 -
Phyllostomoidea
Noctilionidae 1 2 2
Mormoopidae 2 10 04
Mystacinidae 1 2 -
Phyllostomidae 55 160 90
Vespertilionoidea
\espertilionidae 48 407 24
Natalidae 3 8 01
Furipteridae 2 2 01
Thyropteridae 1 3 04
Myzopodidae 1 1 -
Molossidae 16 100 26

Fonte: Altringham, 1996; Simmons, 2005; Reis et al, 2007.

Os morcegos ocorrem desde as regides de grandes latitudes até desertos e ilhas
remotas, sendo as regides neotropicais e temperadas, como América Central e do Sul, as areas
mais ricas em espécies. As areas mais pobres em espécies sao formadas pela América do Norte
e 0 Norte da Eurdsia (Nowak, 1999). De acordo com Findley (1993) essa diferenca de
distribuicdo é devida a diminuigdo do nimero de espécies com 0 aumento da latitude, o que

esta de acordo com os varios registros sobre a distribuicdo mundial de espécies (Figura 1).



Figura 1. Diversidade de morcegos baseados no niimero de espécies por 500 Km? através
do mundo (adaptado de Findley, 1993). Gradientes de cores do branco (auséncia de
espécies) ao vermelho (120 espécies por 500 Km?) com acréscimo de 20.

Segundo Jones et al. (2002), a maioria das espécies de morcegos ocorre nos tropicos,
sendo raramente encontradas em latitudes maiores do que 50°. Somente as familias
Rhinolophidae, Molossidae e Vespertilionidae sdo também encontradas em regifes
temperadas. Nos tropicos ha um aumento da riqueza de espécies em dire¢do ao equador, com
trés principais centros de biodiversidade: as regides de florestas tropicais na América e no
sudeste da Asia e a regifo de savanas equatorial no leste da Africa. Particularmente, a maior
diversidade de espécies esta nos neotrdpicos, concentrada na Amazonia, que é a regido com
maior diversidade de morcegos do mundo, com cerca de 120 espécies por 500 Km?.

Os morcegos destacam-se por serem 0s Unicos mamiferos capazes de vodo
verdadeiro, enguanto que representantes de outras ordens, como os |émures voadores
(Dermoptera) apenas planam, pois possuem um par de membranas laterais que estabelecem
uma conexao continua entre seus membros anteriores e posteriores (Nowak, 2004). As asas
membranosas dos quirdpteros se estendem das laterais do tronco e membros posteriores até

0 quinto dedo, brago e antebraco (constituindo o plagiopatagio), entre o polegar e 0s



ombros (propatagio), entre os quilodactilos (dactiliopatagio) e, em alguns taxons, entre as
pernas (uropatagio) (Figura 2). A habilidade e velocidade de véo estdo relacionadas com a
estrutura da asa, influenciando no tipo de forrageio e nichos aos que 0s quiropteros podem
associar-se. Esta caracteristica importante ajudou na exploracédo de diversos habitats, onde
a diminuicdo do numero de predadores e competidores possibilitou a utilizacdo de

diferentes formas de alimento e abrigo (Freeman, 1981).

Propatagio Dactilopatagio menor

NG
k Dactilopatagio ™
longo

Dactilopatégg\
largo \
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ou
Endopatagio

I Irnnatanin .

Figura 2: Morfologia esquematica da estrutura da asa (Reis
et al, 2007).

Na ordem Chiroptera é observada uma grande variedade de habitos alimentares
entre as espécies (Figura 3). Este grupo pode se alimentar de uma variada gama de tipos de
alimentos, como frutos, néctar, polen, partes florais, folhas, insetos, outros artrépodes,
pequenos peixes, anfibios, passaros, pequenos mamiferos e sangue. Esta variedade
aumenta a necessidade de estudos para esclarecer sua origem evolutiva (Freeman, 2000;

Reis et al., 2006).



Figura 3: Diversidade de morcegos quanto aos habitos alimentares.



A morfologia e o tamanho corpdreo dos quirdpteros variam bastante (Figura 4). A
ordem possui espécies cujo tamanho e peso total varia de cerca de 2 g (morcego-abelha da
Tailandia, Craseonycteris thonglongyai, que € o menor mamifero existente), a espécies que
podem chegar a 1,6 kg (raposa voadora do Velho Mundo, Pteropus giganteus) (Nowak,

1994).

Figura 4: a) Craseonycteris thonglongyai. b) Pteropus
giganteus. Fonte de morceguismos.blogspot.com

A maioria das espécies possui uma adaptacdo sensorial (ecolocalizacdo), que lhes
permite explorar uma ampla variedade de nichos ecoldgicos, recurso que auxilia na percepgao do
espaco, ja que a maioria das espécies possui habitos noturnos, utilizando o recurso juntamente
com a visdo para o forrageio. Esta caracteristica é inerente aos microquirdpteros, contudo pode
ser encontrada em espécies do género Rousettus, um megaquirdptero (Altringham, 1996). A
origem filogenética do recurso da ecolocalizacdo dentro da Ordem Chiroptera, ainda permanece
incerta, podendo ter ocorrido uma Unica vez ou varias vezes na evolucao da ordem (Jones &
Teeling, 2006).

A ampla distribuicdo geogréafica e a diversidade de habitos alimentares permitem
que esses mamiferos explorem varios nichos ecoldgicos, tornando-os importantes membros
em muitos ecossistemas, atuando como polinizadores e dispersores de sementes, bem

como na regulacéo de populacdes de insetos noturnos (Jones, 2002; Teeling et al, 2005).



1.2 — ORIGEM E EVOLUCAO DA ORDEM CHIROPTERA

A dificuldade em estabelecer vinculos filogenéticos entre diferentes grupos de morcegos
sugere uma origem muito antiga, o que explicaria a auséncia de fosseis com informacoes
relevantes sobre o periodo inicial da evolucdo dos morcegos, que representariam a
transicdo dos ancestrais arboricolas para as atuais espécies voadoras, tornando a origem
dos morcegos incerta (Reis et al, 2007).

O faéssil de morcego mais antigo conhecido, Icaronycteris index, foi encontrado na
América do Norte em sedimentos da formacao “Green River”, datando do inicio do
Eoceno, ha aproximadamente 52 milhdes de anos. Este fossil corresponde a um
microquiréptero muito semelhante aos atuais de habitos insetivoros, ja apresentando
adaptacdes ao voo e o recurso da ecolocalizacdo. Isto sugere uma origem mais antiga para
0 grupo que, segundo Teeling et al. (2005), data de 64 milhdes de anos atras, periodo que
teria ocorrido a diversificacdo entre os grupos de Megachiroptera e Microchiroptera.

A histdria recente das filogenias geradas para a ordem é repleta de controvérsias.
Até o inicio dos anos 80 acreditava-se que a ordem Chiroptera era um grupo monofilético,
onde todos 0s morcegos apresentavam um ancestral voador em comum. Assim a
capacidade de voo teria acontecido uma unica vez na historia evolutiva do grupo. A
parafilia é sugerida por Pettigreew (1986) e Pettigreew et al. (1989), que através de estudos
da estrutura neural, sugerem que os Megachiroptera (Pteropodidae) estariam mais
intimamente relacionados com os primatas do que com 0s Microchiroptera, propondo
entdo que o voo teria evoluido duas vezes na historia dos mamiferos. Contudo, a maioria
dos dados imunolégicos, morfoldgicos, moleculares e cromossémicos estd em desacordo
com a hipotese de Pettigreew (1986, 1995), apoiando fortemente a monofilia dos morcegos
e, portanto, uma Unica origem de v6o nos mamiferos (Simmons, 1994; Jones et al, 2002;

Jones & Telling, 2006; Mao et al, 2008).



Baseados em evidéncias morfologicas, acreditava-se tradicionalmente que a Ordem
Chiroptera estava intimamente relacionada com as ordens Dermoptera, Primatas e
Scandentia, constituindo assim a Superordem Archonta (Gregory, 1910 apud Wetterer et
al. 2000). Contudo, com o avanco dos estudos moleculares, dados da pintura
cromossémica (ZOO-FISH) e aumento do registro fossil, proporcionaram uma nova Visdo
sobre a evolucdo de Chiroptera, questionando a validade da Superordem Archonta, e
relacionando o0s quirdpteros a Superordem Laurasiatheria, juntamente com as ordens
Cetartiodactyla, Perissodactyla, Carnivora, Pholipota e Eulipothypla (Telling, 2000, 2002;
Van Den Bussche, 2002; Reis et al., 2007). Essa nova analise € também sustentada por dois
estudos moleculares que envolvem todas as ordens de mamiferos placentarios (Madsen et
al., 2001; Murphy et al. 2001), onde os caracteres morfoldgicos inovadores que seriam
compartilhados entre morcegos e Iémures, coloca-0s como grupo irmdo na Superordem
Archonta (Szalay & Drawhorn, 1980; Simmons, 1994), na realidade teriam evoluido de
forma independente nesses dois grupos. Apesar de mais de duas décadas de estudos que
pressupdem o monofiletismo de Archonta e a inclusdo de Chiroptera, baseados na aparente
prova sustentada por dados morfoldgicos, segundo Van Den Bussche & Hoofer (2004) o
agrupamento ndo € natural, devido as variagdes que ocorrem nas caracteristicas
morfologicas, que deveriam unir as ordens que compde 0 grupo, ndo gerando um suporte
para apoiar a monofilia. Devido as controvérsias geradas pela tradicional hipotese
morfologica em discordancia com as novas hipoteses moleculares, a questdo da
classificacdo da Ordem Chiroptera permanece em aberto.

Em relacdo a monofilia das duas subordens, os dados morfologicos e moleculares
também tém gerado hipdteses contrastantes. Hipoteses filogenéticas tradicionais, baseadas em
dados morfologicos, propdem a divisdo da ordem em duas subordens monofiléticas,

Megachiroptera e Microchiroptera. Koopman (1985 apud Simmons & Geisler, 1998), através



de andlises de caracteres morfolégicos, divide a subordem Microchiroptera em duas
infraordens: a) Yinochiroptera, composta pelas superfamilias Rhinolophoidea (Rhinolophidae,
Hipposideridae, Nycteridae e Megadermatidae) e Emballonuroidea (Rhinopomatidae,
Craseonycteridae e Emballonuridae); b) Yangochiroptera, formada pelas superfamilias
Noctilinoidea (Mystacinidae, Noctilinoidea, Mormoopidae e Phyllostomidae) e
Vespertilionoidea (\Vespertilionidae, Natalidae, Furipteridae, Thyropteridae, Myzopodidae e
Molossidae). As analises baseadas em dados morfoldgicos de espécies existentes e exemplares
fésseis remetem aos agrupamentos inicialmente propostos, mas com modificacoes (Simmons &
Geisler, 1998; Simmons, 2005) (Figura 5).

Assim, os dados morfoldgicos sugerem o monofiletismo de Microchiroptera, clado que
compBe 0s morcegos que possuem o recurso da ecolocaliza¢do. Contudo, as recentes analises
baseadas em dados moleculares entram em desacordo com as filogenias tradicionais e sugerem
a parafilia de Microchiroptera, onde os morcegos da superfamilia Rhinolophoidea (com a
exclusdo de Nycteridae e inclusdo de Rhinopomatidae) pertencente a Yinochiroptera, estariam
mais relacionados com os Megachiroptera do que com os outros Microchiroptera, sugerindo
para esse novo clado a denominacdo Yinpterochiroptera, o qual incluiria Pteropodidae,
Rhinolophidae, Hipposideridae, Megadermatidae, Craseonycteridae e Rhinopomatidae. As
familias restantes estariam inclusas na infraordem Yangochiroptera (Telling et al. 2000;
Telling, 2002, Van Den Bussche & Hoofer, 2004; Simmons, 2005) (Figura 6).

As variacOes de interpretacdo geradas pelas diferentes classes de dados séo
marcantes. A monofilia da ordem, apoiada tanto por dados morfologicos quanto por dados
moleculares, reforca a hipdtese de que a capacidade de vbo tenha ocorrido apenas uma vez
na classe Mammalia. Em contraste a essa hipotese, os estudos relativos a origem da
ecolocalizacdo permanecem em conflito, onde as evidéncias morfologicas ndo concordam

com as evidéncias moleculares.
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Os dados gerados pelas analises morfologicas sugerem que a ecolocalizacao
evoluiu apenas uma vez dentro da ordem, nos Microchiroptera. Contudo, atualmente
evidéncias moleculares consistentes rejeitam o arranjo anterior em favor das duas novas
subordens Yinpterochiroptera, contendo todos os morcegos Pteropodidae que ndo possuem
0 recurso da ecolocalizacdo e mais quatro familias de morcegos insetivoros
ecolocalizadores e Yangochiroptera com todas as demais familias de morcegos que
utilizam a ecolocalizacdo. Esta topologia implica em diferentes interpretacdes para a
origem da ecolocalizacdo laringiana em morcegos, a qual teria surgido apenas uma vez no
ancestral dos morcegos e foi posteriormente perdida em Pteropodidae ou evoluiu
independentemente varias vezes na ordem. A resolucdo deste conflito é uma condicéo
indispensavel para a compreensdo da evolucdo da ecolocalizacdo nos mamiferos. As
evidéncias moleculares apoiam a evolucdo convergente. Contudo, a falta de congruéncia
dos dados faz com que a historia evolutiva da ecolocalizacdo em morcegos continue por

ser resolvida (Telling, 2002; Jenes & Telling, 2006).
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Figura 5: Reconstrucdo do padrdo temporal de diversificagdo das principais linhagens de
morcegos baseada na arvore filogenética de Simmons & Gleisler (1998). Linhas espessas
indicam tempo de mudanga documentado por registro fossil. Linhas pontilhadas
representam relacdes filogenéticas presumidas por outros dados. Barras verticais indicam
as subordens de Chiroptera e infra-ordens dentro de Microchiroptera. Fonte: Simmons
(2005).
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Figura 6: Reconstrucdo do padrdo temporal de diversificacdo das principais linhagens de
morcegos baseada em arvores filogenéticas geradas a partir de dados moleculares. Linhas
espessas indicam tempo de mudanga documentado por registro fossil. Linhas pontilhadas
representam relacfes filogenéticas presumidas por dados, principalmente moleculares.
Linhas verticais indicam as novas denominacdes para as subordens de Chiroptera. Fonte:
Simmons (2005).
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1.3 - FAMILIA PHYLLOSTOMIDAE

Os morcegos desta familia apresentam como caracteristica marcante a presenca de
uma folha nasal membranosa em forma de lanca ou folha, na extremidade do focinho.
Porém na subfamilia Desmodontinae e em uma Unica espécie da subfamilia
Stenodermatinae (Centurio scenex) a folha nasal é bastante reduzida (Hill & Smith, 1986,
Nowak, 1994, 1999). Esta estrutura tem como funcédo auxiliar na ecolocalizacdo, sendo seu
desenvolvimento mais marcante nas espécies que capturam insetos durante o véo (Nowak,
1999)

As espécies representantes desta familia exibem uma grande variacdo morfologica,
apresentando espécies com o tamanho corporeo que vai desde o diminuto Choeroniscus
minor, um nectarivoro que pesa cerca de 9 g, até a espécie reconhecida como o maior
morcego das Américas, Vampyrum spectrum, cujo peso pode chegar a mais de 200 g. O
comprimento corpéreo pode variar de 40 a aproximadamente 133 mm (Nowak, 1994,
1999).

A diversidade de nichos ecolégicos a que eles podem estar associados também é
marcante, ndao havendo familia, dentro da Ordem Chiroptera, que apresente tamanha
diversificacdo de formas de alimentacdo quanto os filostomideos. Os representantes desta
familia podem ser insetivoros, nectarivoros, polinivoros, frugivoros, carnivoros, piscivoros,
onivoros ou hematofagos.

De acordo com Hill & Smith (1986), a familia Phyllostomidae € exclusiva do Novo
Mundo, apresentando uma distribuicdo geografica que se estende desde o sudeste dos
Estados Unidos até o nordeste da Argentina. Constitui a terceira maior familia dentro da
Ordem Chiroptera em nimero de espécies. Segundo Simmons (2005), a familia possui 160
especies distribuidas em 55 géneros. Entre as representantes neotropicais, a familia

Phyllostomidae € a mais numerosa. Segundo Marques- Aguiar (1994), cerca de 50% da
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quirdpterofauna encontrada na Ameérica Latina é constituida por espécies de filostomideos.
Com relacdo as espécies catalogadas para o Brasil, sdo encontradas 90 espécies,
representantes de 40 géneros (Reis et al., 2006).

A grande diversidade de caracteristicas morfolégicas que 0s morcegos
filostomideos apresentam tem causado dificuldades para a sistematica, pois complica a
construcdo de uma historia filogenética para a familia. Devido a essa problematica,
historicamente o grupo vem sofrendo uma série de alteracdes com relacdo a sua divisdo em
subfamilias, sem um consenso entre os diferentes arranjos filogenéticos propostos. O
namero de subfamilias propostas para Phyllostomidae tem variado de no minimo duas a no
maximo onze, obtidas através de diversas classes de dados. Na maioria das arvores,
procura-se agrupar as espécies que possuem habitos alimentares correlatos, assim como as
adaptacdes morfoldgicas associadas a esses habitos (Wetterer et al. 2000; Baker et al,
2003).

Os trabalhos iniciais envolveram andlises baseadas em dados morfol6gicos, em sua
maioria, a identificacdo de espécies pertencentes a familia Phyllostomidae, em revisao
proposta por Miller (1907 apud Wetterer et al. 2000), para Chiroptera. Este estudo
constituiu a base para muitos trabalhos posteriores e a classificacdo de filostomideos
proposta por esse autor permaneceu estavel até meados de 1960. As maiores modificacfes
referem-se a proposta de inclusdo dos Sturnirinae como membros da subfamilia
Stenodermatinae, proposta por Baker (1967), o reconhecimento da familia
Desmondontidae, como membros da familia  Phyllostomidae  (subfamilia
Desmondontinae), por Forman et al. (1967), e o reconhecimento dos mormoopideos como
uma familia distinta de morcegos, onde Smith (1972) eleva a subfamilia Chylonicterinae

ao status de familia Mormoopidae, representando um grupo irmao de Phyllostomidae.
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Baker et al. (1989), investigaram o mais alto nivel de classificacdo taxondmica
entre os filostomideos, produzindo uma arvore consenso que incorporou os dados de
diversos trabalhos anteriores, baseados em analises morfologicas, imunologicas e
cromossomicas. Redefinindo a familia, eles reconheceram 47 géneros, agrupados em trés
subfamilias: Desmondontinae, Vampyrinea e Phyllostominae. Eles consideraram os clados
Macrotus e Micronycteris como em uma “posi¢do incerta” (incertae sedis). A subfamilia
Desmodontinae foi a Unica reconhecida como monofilética.

Posteriormente a esse trabalho, a classificagdo mais aceita foi a baseada em dados
morfologicos proposta por Koopman (1993), reconhecendo oito subfamilias, o maior
nimero de agrupamentos proposto até a data, onde a maior parte delas aparece como
taxons monofiléticos. J& para Stenodermatinae foram reconhecidos dois taxons Sturnirini
incluindo Sturnira, enguanto Stenodermatini abrangeu o restante dos géneros de
Stenodermatini.

Atualmente com a possibilidade de agrupar-se um ndmero maior de dados tanto
morfologicos quanto moleculares através de métodos de analise filogenética, novas
hipoteses foram sugeridas para a familia, onde duas delas sdo as mais aceitas. A primeira
proposta por Wetterer et al. (2000), baseada em mais de 150 caracteres morfologicos,
dados moleculares, imunologicos e cromossomos sexuais, “arvore da evidéncia total”,
reconhece 7 subfamilias, com 53 géneros e 141 espécies, onde os resultados das analises de
parcimonia entre os dados combinados indicam que todas as subfamilias tradicionalmente
propostas para Phyllostomidae sdo monofiléticas e que os clados séo formados a partir das
especializacGes alimentares compartilhadas entre as espécies. Eles propdem assim uma
nova classificacdo que, segundo os autores, reflete melhor as relagdes evolutivas dentro de

Phyllostomidae (Figura 7).
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Baker et al. (2003), avaliaram as relacdes filogenéticas entre 48 dos 53 géneros de
Phyllostomidae, através de dados de sequéncias do DNA mitocondrial, agrupando-os com
estudos do gene nuclear RAG2 (Baker et al. 2000), mais as informacdes obtidas com as
filogenias propostas por Wetterer et al. (2000) e Jones et al. (2002). Dessa forma, uma
nova classificacdo foi proposta, gerando o maior agrupamento de nimero de taxons ja
reconhecido para a familia, compreendendo 56 géneros distribuidos em 11 subfamilias.
Essa classificacdo é reconhecida como a mais completa e atualizada (Figura 8).

O trabalho de Baker et al. (2003), agrupa a maioria das informac6es dos trabalhos
anteriores, e segundo os autores, a divisdo em 11 subfamilias é necessario para melhor
expressar as relacdes filogenéticas entre as espécies de morcegos filostomideos. Apesar das
discordancias entre as classificacdes em nivel de subfamilia, a maioria dos trabalhos apoéia

a monofilia da familia (Wetterer et al., 2000; Jones et al., 2002; Baker et al., 2003).
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esses autores.
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1.3.1- Subfamilia Phyllostominae

A subfamilia Phyllostominae constitui um clado diversificado de morcegos, em sua
maioria neotropical, com apenas uma das 47 espécies reconhecidas alcancando o sudoeste dos
Estados Unidos (Simmons, 2005). Dos 16 géneros descritos, 15 ocorrem no Brasil, onde ha
registro para 33 espécies (Reis et al, 2007). Eles possuem uma ampla variacdo de tamanho,
onde a maioria apresenta orelhas bastante desenvolvidas, que auxiliam na ecolocalizacéo e na
percepcdo dos sinais sonoros de suas presas, além de asas largas e curtas, que permitem um
voo mais lento (Reid, 1997). A folha nasal é excepcionalmente desenvolvida em alguns
géneros, 0 que deve refletir na importancia da ecolocalizacdo para esses grupos (Zhuang &
Muller, 2006). A grande maioria dos filostomineos é predominantemente carnivora, embora
haja espécies que consomem vegetais (Giannini & Kalko, 2005). A maioria preda pequenos
vertebrados como ras, lagartos, roedores e eventualmente outros morcegos. Por se situarem no
topo da cadeia alimentar, os tdxons carnivoros apresentam densidade populacional mais baixa.
Segundo Wilson (1989), os morcegos carnivoros do Novo Mundo sdo habitantes preferenciais
de florestas chuvosas primérias.

As relagBes filogenéticas entre os géneros incluidos em Phyllostominae e até
mesmo seu posicionamento com relacgdo as outras subfamilias ainda séo controversas, onde
os diferentes conjuntos de dados levam a diferentes propostas de filogenias para o grupo.
Na proposicao idealizada por Miller (1907 apud Wetterer et al. 2000), a subfamilia aparece
como grupo monofilético; contudo, a partir do trabalho de De La Torre (1961), iniciaram
as propostas para o reconhecimento de grupos dentro da subfamilia que, através de anélises
de morfologia dentéria, reconhece os filostomineos como o ramo mais basal da familia e
dentro de Phyllostominae reconhece trés grupos: 1.(Chrotopterus e Vampyrum), 2.

(Trachops), 3. (Macrotus, Micronycteris, Mimon e Phyllostomus).
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Slaughter (1970), também por analises de similaridade dental, identificou dois
grandes grupos dentro de Phylostominae. Segundo o autor, as formas totalmente similares
entre Lonchorhina, Mimon, Phyllostomus, Trachops e Vampyrum formariam um clado,
enquanto Macrotus representaria outra linhagem. Ele sugere também que Lonchorhina,
Mimon, Phyllostomus apresentavam maior semelhanca dentéria uns com os outros do que
com os taxons com linhagens distintas, Trachops e Vampyrum.

Diferentemente de Slaughter (1970), que une Lonchorhina e Phyllostomus em um clado,
Smith (1976) divide a subfamilia e sugere duas linhagens primdrias de filostomineos: o “grupo
Macrotus” onde Macrotus e Micronycteris formam s&o grupos irmaos, assim como Lonchorhina
e Macrophyllum, ja para o “grupo Phyllostomus” reconheceu trés pares de taxons irmos:
Phylloderma e Phyllostomus, Mimon e Tonatia, Chrotopterus e Trachops formando assim uma
politomia. Ja Vampyrum apareceria como taxon irmao deste grupo.

Dados de Honeycutt & Sarich (1987), através de estudos de imunologia,
investigaram as relacGes dentro de Phyllostomidae, onde Macrotus foi 0 género mais
divergente, mostrando-se associado aos desmodontineos para formar a linhagem basal para
a familia. Eles reconhecem a subfamilia Phyllostominae como um grupo parafilético,
contudo as linhagens indicadas pela imunologia ndo séo totalmente coerentes com as
reconhecidas por diversos autores (Slaughter, 1970; Smith, 1976; Walton & Walton, 1968).
Eles reconhecem Chrotopterus associado com grupo Micronycteris-Vampyrum e
Lonchorhina, Macrophyllum e Mimon associados ao grupo Phyllostomus -Tonatia.

Na filogenia proposta por Baker et al (1989), ja citada neste trabalho, gerada
através de dados de morfologia, imunologia e cromossomos, com relacdo a subfamilia
Phyllostominae (sensu Honeucutt & Sarich, 1987) ele retira os géneros Trachops,
Chrotopterus e Vampyum elevando-os a nivel de subfamilia Vampyrinea, representando um

clado monofilético. Os outros taxons permanecem na subfamilia Phyllostominae como
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tribo Phyllostomini. Baseado em dados morfologicos, Koopman (1993) afirma a monofilia
da subfamilia Phyllostominae. Essa proposta foi contestada por muitos autores (Slaughter,
1970, Smith 1972, 1976, Honeycutt & Sarich 1987, Patton & Baker, 1978).

Wetterer et al. (2000), testaram a monofilia dentro da familias de Phyllostomidae.
Phyllostominae (sensu Wetterer et al., 2000) seria um agrupamento monolifilético, onde sdo
reconhecidos taxons a nivel tribal, havendo assim quatro tribos: Phyllostomini, Lonchorhinini,
Vampyrini e Micronycterini. Segundo os autores, o clado Vampyrini, composto pelos géneros
Trachops, Chrotopterus, Vampyrum e Tonatia, estdo reunidos predominantemente pelo carater
carnivoria, que seria a sinapomorfia que une os quatro géneros. Tonatia, porém, se alimenta de
insetos, sendo essa condicao o carater primitivo ou uma reversao.

Baker et al. (2003), questionam o clado, pois os valores de bootstrap que sustentam
0s ramos sdo muito baixos (menos de 50%). Estes autores sugerem o monofiletismo da
subfamilia Phyllostominae, que seria constituida de 9 géneros com 20 espécies (Simmons,
2005), organizados em trés tribos: Phyllostomini, composta por Phyllostomus, Tonatia,
Mimon, Phylloderma, Lophostoma; Macrophyllini contendo dois géneros: Trachops e
Macrophyllum, sendo esta monofilia sustentada pelas anélises do gene nuclear RAG2
(Baker et al., 2000) e Vampyrini, composta por Chrotopterus e Vampyrum, sendo este
clado sustentado tanto pelos dados tanto de Wetterer et al. (2000) quanto de Honeycutt &
Sarich (1987), que demonstram que a distancia imunoldgica que os separa € a menor
distancia intergenérica vista entre morcegos.

Outro debate instigante acerca do relacionamento filogenético dentro da subfamilia
Phyllostominae, diz respeito aos géneros Tonatia e Lophostoma. Lee et al. (2002),
baseados em analise de sequiéncias do DNA mitocondrial, sugerem que as 9 especies que
formavam o género Tonatia ndo corresponderiam a um agrupamento monofilético. Eles

recomendaram uma revisdao taxondmica para 0 género, propondo a mudanca de todas as
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espécies do género Tonatia para Lophostoma, exceto T. bidens e T. saurophila. Neste
estudo eles avaliaram o relacionamento entre todos os representantes da subfamilia
Phyllostominae e, em seu arranjo, observaram duas linhagens bem definidas, uma
contendo Trachops, Macrophyllum, T. bidens e T. saurophila e a outra Phylloderma,
Phyllostomus, Mimon e as outras sete espécies, agora pertencentes ao género Lophostoma.
Os resultados de Lee et al. (2002), ap6iam o arranjo sugerido por Baker et al. (2003).

Dados de Porter et al. (2003), baseados em andlises de seqiiéncias DNA
mitocondrial e do gene nuclear RAG2, reafirmam a separacdo e 0 reconhecimento de
Lophostoma como um género valido. Com relacdo ao género Tonatia, seus dados apdiam
fortemente os de Avilla et al. (1998) e Williams et al. (1995), que sugerem o
reconhecimento de T. bidens como uma espécie distinta de T. saurophila pois, segundo
estes autores, as duas espécies sao geneticamente distantes, com uma média de divergéncia
das sequéncias de DNA mitocondrial e proteina RAG2 que se aproximam ou ultrapassam o
grau de divergéncia genética encontrada entre alguns géneros.

Hoffmann et al. (2008), através de analises moleculares, realizaram uma estimativa
do tempo de divergéncia entre as trés tribos da subfamilia Phyllostominae (sensu Baker et
al., 2003). Seus resultados demonstram que o tempo molecular de divergéncia entre as
tribos e géneros se estendeu do inicio a0 médio Mioceno, sugerindo também que as tribos
Macrophyllini e Phyllostomini formavam um grupo irm&o, com Vampyrini como a primeira
divergéncia dentro da subfamilia (Figura 9).

Assim, os dados morfoldgicos, imunoldgicos, moleculares e cariotipicos, embora
nem sempre congruentes, buscam interpretar a evolucéo dentro de Phyllostominae, que é
dificultada segundo Lee et al. (2002), pela diversificacdo que avangou rapidamente entre
0s membros desta familia, produzindo um conjunto de morcegos no qual algumas espécies

mantém morfotipos primitivos, enquanto outros tem caracteres altamente derivados.
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Figura 9: Filogenia proposta por Hoffmann et al. (2008) baseada em méaxima parcimonia,
descrevendo as relagdes entre 0s géneros de morcegos da subfamilia Phyllostominae. Os
numeros acima das linhas indicam os valores de bootstrap, 0s nimeros abaixo indicam
valores de probabilidade Bayesiana. As barras verticais indicam a relacdo a nivel tribal dos
géneros na subfamilia Phyllostominae.
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A espécie Chrotopterus auritus (anexo 1- figura 1a) representa um dos maiores
morcegos do Novo Mundo, sendo superado somente por Vampyrum spectrum, podendo ser
encontrado do México até as Guianas, Peru, Bolivia, Brasil e norte da Argentina (Simmons,
2005). Ela é facilmente reconhecida pelo tamanho grande, orelhas desenvolvidas, ovais e
separadas e a pelagem felpuda, cinza no dorso e mais clara no ventre (Reis et al., 2007). Sua
dieta inclui pequenos vertebrados, onde pequenos mamiferos como roedores, marsupiais e
outros morcegos sao as presas mais consumidas (Bonato et al. 2004). Podem ocorrer em todos
os biomas brasileiros, tendo sido encontrado principalmente as areas florestadas de vegetacao
primaria (Pedro et al., 2001).

Trachops cirrhosus (anexo 1- figura 1b), ocorre desde o México as Guianas, Brasil,
Bolivia, Equador e Trinidad (Simmons, 2005). Morcego de porte médio, pelagem longa e
felpuda, pardo-ferruginea no dorso, mais clara nas partes inferiores, possuindo numerosas
verrugas nos labios. A folha nasal apresenta bordas serrilhadas e as orelhas sdo grandes e
arredondadas (Nowak, 1994). A cauda é curta e projeta-se no dorso da membrana interfemural,
que é bem desenvolvida (Reis et al., 2007). A espécie € amplamente conhecida por seu habito
de predar pequenos anfibios, sendo capazes inclusive de identificar espécies de sapos pela
vocalizacdo que emitem e evitar as mais venenosas (Cramer et al. 2001), mas também
consomem pequenos lagartos, aves, e pequenos mamiferos (Peracchi et al. 1982). Ocorrem em
todos os biomas brasileiros, sendo freqiientemente encontrados nas proximidades de rios,
brejos e lagoas, 0 que pode ter relacdo com seus habitos de predar anfibios (LaVal &
Rod’rguez-H, 2003).

Vampyrum spectrum (anexo 1- figura 1c) ocorre do México ao Equador, Peru,
Bolivia, Brasil, Guianas e Trinidad (Simmons, 2005). Representa a maior espécie ja
encontrada no Novo Mundo, com envergadura variando de 70 a 90 cm, havendo registro de

alguns espécimes alcancando cerca de 1 m (Nowak, 1994). A espécie é reconhecida pelo
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tamanho grande, e por apresentar orelhas grandes, longas e arredondadas, focinho robusto,
longo e estreito e auséncia de cauda. A caracteristica da folha nasal em formato de taca é
somente compartilhada com C. auritus (Reid, 1997). Predam passaros, roedores, morcegos e
insetos (Bonato & Facure, 2000). No Brasil, V. spectrum ocorre nos biomas amazonicos e no

Pantanal (Marinho-Filho & Sazima, 1998).

1.4 - CITOGENETICA E EVOLUCAO NA FAMILIA PHYLLOSTOMIDAE

Tradicionalmente a descricdo de espécies e as relacdes filogenéticas entre elas tém
sido realizadas a partir de estudos taxonémicos e sistematicos baseados nas caracteristicas
morfoldgicas e biométricas, avaliadas basicamente no cranio e denti¢cdo. Contudo, pelo fato
dos morcegos estarem entre 0s grupos de mamiferos mais antigos e divergentes, existe
dificuldade de identificar as relaces de parentesco entre eles, baseadas apenas em
caracteres intensamente envolvidos no processo adaptativo, sendo necessaria a analise de
outros aspectos relacionados ao processo evolutivo (Varella-Garcia & Taddei, 1989).
Dentre estes aspectos, a citogenética animal € um importante recurso para se estudar
mudancas cromossémicas que ocorrem durante o curso da evolucdo e diversificacdo dos
taxons. E possivel realizar a caracterizacdo cromossémica das espécies, anélise cariotipica
comparativa detalhada entre espécies relacionadas através de técnicas de bandeamento,
contribuindo para o estabelecimento de hipo6teses sobre os rearranjos cromossémicos que
teriam levado as diferencas cariotipicas observadas entre elas e também a identificacdo dos
padrbes de evolugdo cromossémica ocorridos na ordem (Dobigny & Yang, 2008).

Atraves de andlise cariotipica, Baker & Bickham (1980) verificaram que a evolugdo
cromossOmica nas espécies de morcegos nao ocorre de maneira uniforme. Assim, algumas
linhagens apresentam mudancas rapidas e consideraveis, apresentando cariétipos derivados

por extensos rearranjos cromossdmicos, tornando praticamente impossivel, por
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bandeamento G, o reconhecimento dos eventos que levaram a diferenciacdo cariotipica
entre eles, enquanto outras linhagens apresentam uma taxa mais lenta de evolucao
cariotipica, onde as espécies mais relacionadas dentro dos taxons, em sua maioria
apresentam cariotipos com o mesmo numero dipldide, diferindo por poucos rearranjos e
com o padrdo de bandeamento G similares, o que eles chamaram de conservacionismo
cromossémico.

Os morcegos da familia Phyllostomidae apresentam nameros dipléides (2n) que
variam de 2n = 14 em Vampyressa melissa a 2n = 46 em Macrotus waterhousii, com
nameros de bracos cromossdémicos (numero fundamental = NF) variando de 20 a 68
(Baker, 1979), onde os valores mais comumente encontrados sdo 2n = 32 e NF = 56,
apresentados por espécies de varias subfamilias. As variagbes cromossdmicas observadas
entre a maior parte dos representantes da familia Phyllostomidae ndo sdo extensas, onde a
provavel tendéncia evolutiva seria a reducdo do nimero diploide por eventos de fusdo
céntrica, com a retencdo do grupo de ligagdo. Por esse motivo, a homeologia de muitos
segmentos cromossémicos tem sido constatada em espécies pertencentes a diferentes
subfamilias, como por exemplo, Phyllostominae (Rodrigues et al., 2000; Pieczarka et al.,
2005), Glossophaginae (Haiduk & Baker, 1982; Ribeiro et al., 2003) e Stenodermatinae
(Souza & Araujo, 1990; Silva et al., 2005).

Apesar do conservacionismo cromossémico apresentado em alguns géneros, como
Artibeus (Stenodermatinae), onde a maioria das espécies apresenta 0 mesmo numero
dipldide (2n = 30/31) com praticamente nenhuma variagdo no padrdo de bandeamento G
(Souza & Araujo, 1990), outros géneros demonstram uma ampla variabilidade intra e
interespecifica, como em Uroderma e Vampyressa. Na espécie U. bilobatum ja foram
encontrados trés citdtipos cromossémicos: 2n = 38, 42 e 44; ja para V. pusilla foram

encontrados citétipos com numero dipldide variando de 18 a 24, devido a ocorréncia de
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diversos rearranjos (Baker, 1979; Baker & Bickham, 1980; Baker et al.,1982). Outros
géneros que apresentam uma alta taxa de diversificacdo cromossdémica sdo Tonatia (2N =
16) e algumas espécies do género Lophostoma (2N = 26, 28, 30 e 34), (Patton & Bsker,
1978; Baker, 1979; Baker & Bass, 1979, Baker & Bickham, 1980; Arnold et al. 1983).

Com relagdo ao sistema de determinacdo sexual, o sistema simples (XX/XY) assim
como é o mais comum em mamiferos em geral, € 0 mais freqlientemente encontrado em
morcegos. Contudo, com relacdo a familia Phyllostomidae, dois sistemas adicionais foram
encontrados, ambos originando-se de eventos de translocacdo envolvendo autossomos e
alossomos. No sistema multiplo XX/XY1Y, um cromossomo do complemento autossdmico
foi translocado para o cromossomo X. Assim, nos machos o homdlogo do cromossomo
translocado para o0 X permanece livre, denominado Y, Essa forma de determinacéo sexual foi
descrita nas subfamilias Carollinae, Glossophaginae e Stenodermatinae, apresentando nesta
dltima um maior nimero de espécies. O sistema de determinacdo do sexo Neo-XY é
considerado como derivado do sistema multiplo, ocorrendo nos morcegos da subfamilia
Stenodermatinae, onde ap6s a formacdo da condicdo XX: XYY, houve uma translocacéo
subsequente (Y1.Y3), que deu origem aos cromossomos X e Y compostos (Tucker, 1986,
Tucker & Bickham, 1986).

Os estudos citogenéticos iniciais na familia Phyllostomidae, a partir de 1960, eram
baseados na descricdo dos caridtipos por andlise convencional, contribuindo para gerar
informacdes sobre a taxonomia e filogenia dos membros dessa familia. Isso permitiu que
fossem analisados os ndmeros diploides (2n) e fundamentais (NF), a morfologia
cromossomica e o sistema de determinagdo sexual em diversas espécies (Baker, 1967;
Yonenaga et al., 1969; Baker, 1970). O inicio da década de 70 representa o advento das
técnicas Q, G e R que geram uma diferenciagdo longitudinal dos cromossomos e a

verificacdo dos rearranjos, contribuindo significativamente para o entendimento dos
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mecanismos envolvidos na evolucdo cariotipica da familia (Patton & Baker, 1978; Baker &
Bickahm, 1980). As técnicas de bandeamento C (Summer, 1972) e coloracdo com nitrato de
prata (Howell & Black, 1980) também sdo importantes na analise de regiGes cromossémicas
especificas, respectivamente, heterocromatina constitutiva (HC) e regifes organizadoras de
nucléolos (NORs).

Um dos primeiros trabalhos realizados para o entendimento das relacbes entre 0s
Phyllostomidae e outras familias de morcegos através de bandeamento, foi o de Patton &
Baker (1978) que, por andlise de bandeamento G, prop6s o cariétipo de Macrotus
waterhousii (2n = 46, NF = 60) como mais proximo do ancestral para a familia
Phyllostomidae. Eles inferiram também sobre o relacionamento com outras familias de
morcegos, onde Mormoopidae e Noctilinoidae compartilham cinco fusées Robertsonianas,
estando mais proximamente relacionados entre si do que com Phyllostomidae.

Ribeiro et al. (2003), analisando citogeneticamente quatro espécies da subfamilia
Glossophaginae atraves de bandeamento G, identificaram poucas homeologias entre 0s
caridtipos de Glossophaga soricina, Lonchophylla thomasi e Lionycteris spurrelli, e
nenhuma entre estas e Choeroniscus minor. Estes dados apdiam o conservadorismo do
cariotipo de Glossophaga como sugerido por Baker & Bass (1979) e a alta taxa de
rearranjos presente nas demais espécies e corrobora a hipotese de Haiduk & Baker (1982),
que consideram a existéncia de dois grupos entre 0s morcegos nectarivoros, um sendo
cromossomicamente conservado e outro apresentando Varios caracteres cromossémicos
derivados.

Silva et al. (2005), realizaram um estudo comparativo entre os caridtipo de duas
especies de morcegos do género Uroderma: U. bilobatum (citotipo 2n = 42) e U.
magnirostrum (2n = 36), pertencentes a subfamilia Stenodermatinae, encontrando Vvarias

homeologias cromossémicas entre eles e sugerindo que o cariotipo de U. magnirostrum
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representaria 0 mais proximo da condi¢do ancestral para o género, por apresentar um maior
numero de caracteres cromossdémicos compartilhados com o género Artibeus.

Dados de Varella-Garcia et al. (1989) e Santos et al. (2001), através de
bandeamento G, demonstraram que boa parte dos cromossomos dos desmodontineos sao
compartilhados entre si. Baker et al. (1988), analisando o cariotipo das trés espécies de
hematofagos, além de considerarem as homeologias entre elas, sugerem que o cariétipo de
Diaemus yougi, dentre os trés, € o mais proximo do cari6tipo primitivo para a familia
Phyllostomidae.

Com relacdo a visualizacdo da heterocromatina constitutiva (HC), o bandeamento C
€ uma das técnicas mais utilizadas para evidenciar a HC em diferentes organismos
eucariotos (Summer, 1972). Os resultados obtidos através desta técnica em morcegos da
familia Phyllostomidae demonstraram que a HC pode restringir-se as regides
centroméricas ou ocorrer também em regiGes teloméricas e intersticiais, apresentando
variacBes em relacdo ao tamanho do bloco heterocromético. Os cromossomos X e Y séo
quase totalmente heterocromaéticos, com algumas excecdes (Varella-Garcia et al. 1989;
Varella-Garcia & Taddei 1989; Santos et al., 2001).

Com relacéo a distribuicdo da HC nas analises das espécies do género Uroderma
através do bandeamento C, Silva et al. (2005), observaram em U. magnirostrum a HC
localizada na regido pericentromérica de todos os autossomos e na porcdo distal do brago
curto dos pares submetacéntricos (5 ou 14). U. bilobatum apresentou HC pericentromérica
em todos os autossomos e na regido distal do braco curto de dois pares submetacéntrico (1
e 2). Os cromossomos sexuais, nas duas especies apresentaram heterocromatina
centromeérica e terminal no braco curto do cromossomo X, enquanto 0 Y apresentou bloco

heterocromatico no braco longo.
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Um padréo exclusivamente pericentromeérico de distribuicdo da HC foi verificado em
Phyllostomus hastatus, P. discolor, P. elongatus (Varella-Garcia et al. 1989; Santos & Sousa,
1998; Rodrigues et al. 2000), Anoura caudifer, Chiroderma villosum e C. doriae (Varella-
Garcia et al., 1989).

As Regides Organizadoras de Nucléolos (NORs) encontram-se em areas
cromossdmicas especificas, geralmente aparecendo como estruturas evidentes nas
constricbes secundarias dos cromossomos. A localizacdo cromossdmica das NORs ¢é
comumente estudada usando nitrato de prata (Ag-NOR), onde a coloracdo detecta somente
as NORs que estavam ativas na interfase anterior (Miller et al., 1976).

Em morcegos, as NORs podem ter localizacdo em um Unico par de cromossomaos,
presente em regides teloméricas ou intersticiais, ou em varios pares, sendo geralmente
encontradas nos autossomos (\Volleth, 1987; Varella-Garcia & Taddei 1989; Sousa &
Araujo, 1990). A localizacdo das NORs em cromossomos sexuais foi descrita para o
cariotipo de Carollia perspicilata, no cromossomo X e C. castanea, nos cromossomos X e
Y (Hsu et al., 1975; Morielle & Varella-Garcia, 1988). A ocorréncia de NORs multiplas
tem sido observada nos géneros Choeroniscus (Baker et al.,1992; Neves et al., 2001) e
Uroderma (Silva et al., 2005) assim como nas espécies Lonchophylla thomasi (Ribeiro et

al., 2003) e Chiroderma doriae ( Morielle & Varella-Garcia, 1988).

1.4.1 - Subfamilia Phyllostominae (sensu Baker et al., 2003)

Segundo Baker et al. (2003), esta subfamilia encontra-se dividida em trés tribos:
Phyllostomini, Macrophyllini e Vampyrini. Esta subfamilia tem sido investigada

citogeneticamente por quase todas as técnicas mencionadas anteriormente.
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Representante da tribo Phyllostomini, o género Phyllostomus é composto por
quatro espécies: P. discolor, P. hastatus, P. elongatus e P. latifolious, sendo caracterizado
pelo conservacionismo cariotipico, onde quase todas as espécies possuem 2n = 32 e NF=
58, exceto P. discolor por apresentar NF= 60 (Baker, 1979). Tendo em vista esta variacao,
Rodrigues et al. (2000), analisaram as relagfes cromossémicas entre P. hastatus e P.
discolor, propondo uma filogenia cromossdmica baseada na evolucao do par 15. Segundo
seus dados, P. discolor encontra-se na base do cladograma por compartilhar com Mimom
crenulatum, representante do grupo externo, a forma metacéntrica do par 15. As demais
espécies do género mais Phylloderma stenops formariam outro clado por possuirem a
forma acrocéntrica do par 15.

Rodrigues et al. (2003) realizaram uma analise cariotipica comparativa entre
Phyllostomus hastatus e Artibeus lituratus (Stenodermatinae), a primeira espécie
possuindo a condicdo primitiva (XY) e a segunda apresentando uma condicdo derivada
(sistema XY1Y3) para o sistema cromossomico de determinagdo do sexo. O cromossomo X
de P. hastatus em posicdo invertida apresentou homeologia ao braco longo de A. lituratus,
propondo que o sistema XYY de A. lituratus surgiu de um evento de fusdo em tandem
envolvendo o cromossomo X de dois bragos, original em Stenodermatinae, com o
autossomo acrocéntrico homaélogo ao Y,. Assim, segundo esses autores, se 0 ponto inicial
da evolucdo dos cromossomos sexuais de filostomideos for um cromossomo de dois
bracos, essa hipdtese € mais parcimoniosa, pois requer somente um rearranjo da condicao
ancestral para a atual, enquanto a hipdtese de fusdo céntrica (Tucker, 1986) requer um
passo evolutivo a mais, necessario para produzir o cromossomo X acrocéntrico
intermediario.

A tribo Macrophyllini é constituida pelos géneros Macrophyllum e Trachops,

ambos monotipicos. Até o0 momento, apenas estudos de coloracdo convencional foram
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descritos para a espécie Macrophyllum macrophyllum, apresentando 2n = 30 e NF = 56
(Baker et al., 1982). Em Trachops cirrhosus, além destes dados fornecidos atraves da
coloracdo convencional, 2n = 30 e NF = 56 com todos os autossomos de dois bracos, o
cromossomo X subtelocéntrico e o Y acrocéntrico (Baker & Hsu, 1970; Baker, 1979), as
NORs nesta espécie foram estudas por coloracdo com nitrato de prata, sendo encontrado
um unico par localizado no brago curto do cromossomo 11 (Santos et al., 2002).

Barros et al. (2009), realizaram uma analise comparativa entre Lonchorhina aurita
(2n = 32) e Trachops cirrhosus (2n = 30), através do bandeamento G, C, NOR,
fluorocromos DAPI e CMA; identificando homeologias cromossémicas entre as duas
espeécies, presentes nos cromossomos 9, 10, 11, 15 de L. aurita que correspondem aos
pares 13, 12, 19, 14 de T. cirrhosus, respectivamente. O bandeamento C revelou a HC nas
regides pericentroméricas de todos 0s autossomos e no cromossomo X, ja 0 Y era quase
totalmente heterocromatico nas duas espécies. Com relacdo a morfologia dos cromossomos
sexuais, 0s mesmos estavam de acordo com a literatura, com exce¢do do cromossomo X
acrocéntrico de T. cirrosus em suas amostras provenientes de Pernambuco, diferindo da
descricdo subtelocéntrica em individuos do México e Trinidad e Tobago (Baker, 1967; Hsu
et al. 1968, Baker e Hsu, 1970). Contudo, entre alguns cromossomos, ndo foi possivel
detectar homeologias devido o padrdo de bandas distinto, sendo provavel que a maioria
destes bracos tenha sofrido inversdes antes da translocacdo, dificultando a identificacédo
dos rearranjos somente pelas técnicas de coloragdo convencional.

Com relacdo a tribo Vampyrini, representada pelos géneros monotipicos
Chrotopterus e Vampyrum, observa-se que Chrotopterus auritus apresenta 2n = 28 e NF = 52
(Toledo, 1973). A caracterizacdo cromossémica, através de bandeamento G, C e NOR foi
realizadas para C. auritus, comparando seu cariétipo com o de M. waterhoussi (Patton &

Baker, 1978), sendo detectadas homeologias para praticamente todo o complemento
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autossémico entre estas espécies. Segundo os autores, C. auritus compartilha sete pares
autossémicos com M. waterhousii: 1/2, 4/5, 6/7, 10/11, 15/16, 19/20 e 23/24. Os pares 1, 2 e
3 de C. auritus séo resultado de fusdes Robertsonianas entre acrocéntricos de M. waterhousii
(8/9, 18/3 e 17/12, respectivamente). As pequenas variacdes estariam no par 10, resultado de
fusdes entre varios cromossomos, € no par 7 (4/5 M. waterhroussi) que aparece invertido em
outras espécies de filostomineos. O par da NOR é correspondente ao braco longo do
cromossomo 3 (Morielle-\Versute et al., 1992).

Dados cromossémicos para Vampyrum spectrum foram descritos apenas baseados
na coloracdo convencional, para animais coletados em Trinidad e Tobago, possuindo 2n = 30
e NF = 56, com todos os autossomos de dois bracos, o cromossomo X subtelocéntrico e o

Y acrocéntrico (Baker & Hsu, 1970; Baker, 1973; Baker, 1979).

1.5 - HIBRIDIZACAO IN SITU

A hibridizacdo in situ consiste basicamente no pareamento de determinado
segmento de DNA ou RNA com uma seqliéncia de nucleotideos complementar, visando
verificar se a célula possui essa seqliéncia e qual a sua exata localizacdo. Para visualizacao
do segmento de DNA ou RNA hibridizado é necessario que ele seja marcado com alguma
molécula de facil identificacdo, funcionando como uma sonda para detectar a sequéncia
complementar de nucleotideos, chamada sequéncia-alvo (Guerra, 2004).

A hibridizacdo tem sito utilizada para localizar as mais diversas sequéncias de
nucleotideos, onde sondas cromossomo-especifico sdo construidas a partir de segmentos
de DNA ou RNA, quimicamente modificados, que podem ser um Unico par cromossdmico
ou determinadas regides, tais como o centromero e teldmeros ou um locus especifico

(Buhler, 1989).
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As sondas de DNA podem ser obtidas a partir de técnicas como microdisseccéao e
citometria de fluxo. Esta ultima permite separar e purificar cromossomos segundo a sua
composicao de pares de bases, ap6s serem corados com um ou mais corantes fluorescentes
(Rocha, 2002), havendo varios tipos de sondas: teloméricas, centroméricas, rDNA como
também de regides, bracos e cromossomos inteiros, sendo utilizadas na deteccdo de
rearranjos intracromossdémicos, que poderdo ser usados para a reconstrucdo filogenética e
mapeamentos comparativos.

Apbs a obtencdo da sonda, esta precisa ser amplificada e fragmentada em
segmentos, para facilitar a hibridizacdo. Para a amplificacdo é utilizada a Reacdo em
Cadeia da Polimerase com um primer degenerado (DOP-PCR). Este primer apresenta uma
sequéncia reconhecida pela enzima de restricdo Xhol, produzindo fragmentos de 200pb a
2kb.

A marcacdo da sonda pode ser de maneira direta e indireta. Na marcacdo indireta a
sonda é ligada covalentemente com um antigeno (por exemplo, digoxigenina) ou biotina,
que posteriormente é reconhecido por um anticorpo (anti-digoxigenina) ou avidina (ou
estreptoavidina), ligado a um fluorocromo. No método direto o fluorocromo é ligado
diretamente a desoxiuridina trifosfato através de um braco espacador.

Através da FISH tem-se gerado um maior entendimento quanto a variabilidade e
atividade dos genes ribossomais, devido o fato da coloracdo Ag-NOR detectar somente as
NORs que estavam ativas na interfase anterior, enquanto o emprego das sondas para
seqiiéncias 18S marcam tanto NORs ativas quanto inativas, jA& que ndo dependem da
presenca do produto da transcricdo, podendo localizar todas as sequéncias repetidas que
estejam no genoma (Porter, 1994).

A técnica de FISH também tem permitido analisar a distribuicdo das sequéncias

telomericas (TTAGG)n nos cromossomos. Esta seqliéncia repetitiva tem sido observada
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principalmente nas regides distais, sendo a presenca das sequiéncias em sitios ndo - distais
(regiQes intersticiais ou proximos ao centrdmero) também sido observada em uma variedade
de espécies de vertebrados (Lear, 2001). A presenca das sequiéncias em sitios nao - distais,
podem estar relacionada a resquicios de telémeros verdadeiros resultantes de rearranjos
cromossémicos que ocorreram durante a evolucdo cariotipica (Lee et al., 1993; Fagundes et
al., 1997; Pellegrino et al., 1999) ou podem ter sido geradas através de mecanismos como
crossing-over desigual, elementos de transposicdo, mutacdo ou amplificacdo de seqliéncias
endogenas (TTAGGG)n (Wiley et al. 1992; Vermeesch et al. 1996; Silva & Silva 1998,
Pagnozzi et al., 2000). Meyne et al. (1990), sugerem que as espécies primitivas de um
determinado grupo tendem a ter somente sequéncias teloméricas (TTAGGG)n nas regides
distais, enquanto que as altamente evoluidas podem exibir a seqiiéncias em sitios ndo —
distais. E importante notar que em alguns mamiferos os locais de fusdo de cromossomos
ancestrais podem ndo mostrar vestigios detectaveis de seqiéncias (TTAGGG)n (Nanda et

al.,1995; Garagna et al., 1995; Nanda et al., 2002).
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3—-OBJETIVOS

3.1 - GERAL
e Caracterizar através de citogenética classica e molecular espécies pertencentes a
subfamilia Phyllostominae, buscando reconhecer os mecanismos de evolugdo
cromossémica responsaveis pela diferenciacdo cariotipica observada entre as

espécies.

3.2 — ESPECIFICOS

e Caracterizar citogeneticamente através das técnicas de bandeamento G, C e Ag-
NOR as espécies Chrotopterus auritus, Trachops cirrhosus e Vampyrum spectrum;

e Localizar as seqliéncias teloméricas e sitios de DNA ribossomal 18S e 28S através
da técnica de Hibridizacdo in situ Fluorescente;

e Identificar os blocos sinténicos existentes nestas espécies;

e Fazer uma andlise comparativa interespecifica através dos padrdes de bandeamento
G e inferir sobre a relacdo de parentesco entre 0s géneros pertencentes a subfamilia
Phyllostominae, identificando os caracteres cromossémicos especificos que unam
as espécies nas tribos e as que as diferenciam entre si;

e Correlacionar nossos dados com 0s ja presentes na literatura.
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4. MANUSCRITO DE ARTIGO CIENTIFICO

Comparative cytogenetic analyses of the bat species
Chrotopterus auritus, Trachops cirrhosus and Vampyrum

spectrum (Chiroptera, Phyllostomidae).
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Abstract

The Family Phyllostomidae comprises the most abundant and diversified group of bats of the
neotropical region. This diversity is problematic for systematic analysis and the construction of
a phylogenetic history of this family. The analysis of cytogenetic data provides a useful tool for
understanding the phylogenetic relationships in this family. We describe here the analysis of
data on chromosome banding (G and C), staining (Ag-NOR), and fluorescent in situ
hybridization (FISH) for three species of Phyllostomidae collected in two Brazilian states of
the Amazon region (Amazonas and Para). The chromosome data obtained for Chrotopterus
auritus (2n = 28, NF = 52) and Trachops cirrhosus (2n = 30, FN = 56) are consistent with
earlier reports, but the banding patterns and FISH data for Vampyrum spectrum (2n = 30, NF =
56) have not previously been reported. For all three species the C-banding showed a
pericentromeric distribution pattern of the constitutive heterochromatin. Using telomeric DNA
probes the FISH did not show any interstitial sequence, and the 18S rDNA probes confirmed
the location of the nucleolar organizer regions (observed by Ag-NOR) in the long arm of
chromosome pair 2 of C. auritus, in chromosome pair 11 of T. cirrhosus, and in the long arm
of chromosome pair 1 of V. spectrum. Comparative analysis suggested extensive chromosome
differentiation, with few chromosomes shared among the three species. C. auritus and V.

spectrum had more chromosomes in common than either had with T. cirrhosus.

Key words: Chiroptera, Phyllostominae, cytogenetic, chromosome banding, diversity
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Introduction
The family Phyllostomidae is the most diversified group of neotropical bats. The

extent of morphological and ecological diversity in this family is a problem in systematics
studies because it creates difficulties in interpretation of both intragenetic and intergeneric
phylogenetic relationships. As a consequence, datasets suggest various associations among
the genera of this family (De La Torre, 1961; Slanghter, 1970; Smith, 1976; Patton and
Baker, 1978; Honeycutt and Sarich, 1987; Baker et al, 1989; Baker et al. 2000; Wetterer et
al., 2000; Jones, 2002; Baker et al., 2003). The most recent phylogenetic proposition for
the family Phyllostomidae (Baker et al., 2003) combined data on mtDNA sequences with
previous phylogenies based on analysis of the nuclear gene RAG2 (Baker et al., 2000),
morphology (Wetterer et al., 2000) and karyotype (Baker et al., 1973, 1989; Baker and
Bass, 1979). The resulting classification for the Phyllostomidae includes 11 subfamilies,
with the subfamily Phyllostominae divided into 9 genera and 20 species organized in 3
tribes: Phyllostomini (genera Phyllostomus, Tonatia, Mimon, Phylloderma, Lophostoma);
Macrophyllini (Trachops and Macrophyllum); and Vampyrini (Chrotopterus and
Vampyrum).

The phylogenetic relationships in the subfamily Phyllostominae are very
controversial. Despite recent efforts to resolve the relationships among the many
taxonomic levels in the subfamily using morphological (Wetterer et al. 2000; Jones et al,
2002) and molecular (Lee et al. 2002; Baker et al. 2003; Porter et al. 2003; Hoffmann et al.
2008) data, uncertainties remain because the phylogenies that have been generated confirm
the subfamily as monophyletic, but provide little support for the phylogenetic relationships
among the 3 tribes.

Cytogenetic analysis offers an important alternative tool for the definition of

phylogenetic relationships among these bats, because chromosome rearrangement is a rare
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event in the genome, and its occurrence can be used as a phylogenetic marker (Rokas and
Holland, 2000).

Cytogenetic studies of the Phyllostominae (Table 1) show different amount of
chromosome evolution among the genera, within which most species have great similarity
with respect to the chromosomes and chromosome arms. Further, genera including Tonatia
and some species of Lophostoma have a high tax of chromosome evolution, which makes
it almost impossible to establish the rearrangements that differentiate the karyotypes
among them (Patton and Baker, 1978; Baker, 1979; Baker and Bass, 1979, Baker and
Bickham, 1980; Arnold et al., 1983; Santos and Sousa, 1998, Rodrigues et al., 2000).

To improve understanding of the patterns of chromosomal evolution among the
Phyllostominae, the chromosome traits of Chrotopterus auritus, Vampyrum spectrum (tribe
Vampyrini) and Trachops cirrhosus (tribe Macrophyllini) were studied using classical
cytogenetic analyses (G- and C-banding, Ag-NOR staining) and fluorescent in situ

hybridization (FISH).

Material and Methods

Species analyzed

The cytogenetic analyses were applied to samples collected in Brazil, which included 5
specimens (3 males, 2 females) of C. auritus Peters, 1856 from Itaituba, Para State; 2
specimens (1 male, 1 female) of T. cirrhosus Spix, 1823 from Urucara, Amazonas State
and Juruti, Paré State, respectively; and 2 specimens (females) of V. spectrum Linnaeus,
1815, one each from Urucara and ltacoatiara, Amazonas State (Fig. 1).

The animals were collected from natural populations using mist nets. Chromosome
preparations and skin biopsy samples were sent to the Laboratorio de Citogenética of the

Universidade Federal do Para, in Belém (Brazil). The animals were fixed in 10%
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formaldehyde, preserved in 70% ethanol, and deposited in the mammal collection of the

Museu Paraense Emilio Goeldi (Brazil).

Chromosome preparations and banding techniques

The chromosome preparations were made following the method of direct bone marrow
extraction described by Baker et al. (2003). The G-banding pattern was obtained using a
trypsin solution (Seabright, 1971), followed by incubation in saline solution (0.5 [1 SSC) at
60°C and staining with Wright according to Verma and Babu (1995). The C-banding was
performed following Sumner (1972), and the nucleolar organizer region (NOR) staining
followed Howell and Black (1980). The karyotypes were organized in a decreasing

sequence of chromosome pair sizes.

Fluorescent In Situ Hybridization (FISH)

FISH was performed using telomeric probes with digoxigenin (all human telomere probe;
Oncor), prepared following the Oncor protocol. For confirmation of the NOR location, 18S
rDNA probes were amplified from BACs (bacterial artificial chromosomes), labeled by
nick translation with dUTP-biotin, and detected with avidin-Cy3 or fluorescein
isothiocyanate (FITC), according to Martins and Galetti (1998). The images were digitally
captured using a CCD Zeiss Axiocam camera connected to a Zeiss Axioplan 2 microscope
and controlled by Axiovision 3.0 software. The chromosomes were identified according to
morphology and banding patterns using inverted DAPI (411,6-diamidino-2-phenylindole).
Results

The karyotype of C. auritus was 2n = 28 and FN = 52, with the autosome complement
comprising 13 bi-armed pairs (metacentric and submetacentric). The X chromosome was mid-

sized and submetacentric, and the Y chromosome was small and acrocentric (Fig. 2a). The C-
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banding showed that the constitutive heterochromatin (CH) was located in the pericentromeric
region of each autosome and in the X chromosome, while the Y chromosome was small and
had little CH (Fig. 2b). The telomeric sequences were found at the extremities of each
chromosome (Fig. 2c). The rDNA probes and the Ag-NOR staining confirmed the location of
the NORs in the proximal region of the long arm of chromosome pair 2 (Fig. 2d).

The Kkaryotype of V. spectrum was 2n = 30 and FN = 56, with the autosome complement
comprising 14 bi-armed pairs (metacentric and submetacentric). The X chromosome was mid-
sized and submetacentric (Fig. 3a). The CH was located at the pericentromeric region of each
chromosome (Fig. 3b). FISH with telomeric probes was detected at the extremities of all
chromosomes, with no interstitial telomeric sequence (ITS) (Fig. 3c). The Ag-NOR staining
located the NOR only in the proximal region of the long arm of chromosome pair 1, and this
was confirmed using FISH with the rDNA probes (Fig. 3d).

The karyotype of T. cirrhosus was 2n = 30 and FN = 56, and all chromosome pairs were bi-
armed. The X chromosome was subtelocentric and the Y chromosome acrocentric. The CH
was located in the pericentromeric region of all autosomes and in the short arm of the X
chromosome. The Y chromosome was almost completely heterochromatic (Fig. 4b). FISH
using the telomeric probes was detected at the extremities of all chromosomes (Fig. 4c). FISH
using the rDNA probes confirmed that the NOR was located only on chromosome pair 11 (Fig.
4c).

The G-banding pattern allowed precise identification of all the chromosome pairs in the 3
species. Comparative analysis among the species suggested a broad gradation of chromosome
differentiation, with few shared chromosome pairs.

Discussion

The C. auritus in this study was of karyotype 2n = 28 and FN = 52, which is consistent

with the findings of Yonenaga et al. (1969) and Morielle-Versute et al. (1992) for samples
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collected in S&o Paulo State, Brazil, and from Suriname (Honeycutt et al. 1980). The V.
spectrum specimens had a karyotype of 2n = 30 and FN = 56, which is similar to that
reported by Baker and Hsu (1970) and Baker (1979) for a sample collected in Trinidad and
Tobago, but analyzed by conventional staining only. The T. cirrhosus specimens (karyotype
2n = 30 and FN = 56) had a subtelocentric X chromosome, similar to samples collected in
Mexico, Guyana, and Trinidad and Tobago (Baker, 1967, 1979; Baker and Hsu, 1970), but
different from a sample from Pernambuco State, Brazil (Barros et al., 2009), in which the
X chromosome was acrocentric. This difference can be explained by the presence of a CH
block in the short arm of the X chromosome in our sample.

The pericentromeric CH distribution pattern observed in C. auritus, T. cirrhosus and V.
spectrum has frequently been reported in the Phyllostomidae (Varella-Garcia et al., 1989;
Santos and Sousa, 1998; Rodrigues et al., 2000). The Y chromosome of T. cirrhosus was
almost completely heterochromatic, as previously observed by Barros et al. (2009), but the Y
chromosome of C. auritus had little heterochromatin.

In V. spectrum and C. auritus the NOR was located in the proximal region of the long arm of
chromosome pairs 1 and 2, respectively. In T. cirrhosus the NOR was located in the distal
region of the long arm of a small metacentric chromosome (pair 11), as it is in the species of
the genus Phyllostomus, where the NOR is located on the short arm of chromosome pair 15
(Morielle and Varella-Garcia, 1988; Rodrigues et al., 2000). These chromosomes do not seem
to have conserved synteny in relation to the NOR location.

Comparative analysis of the G-banding pattern among V. spectrum, C. auritus (Vampyrini)
and T. cirrhosus (Macrophyllini) enabled identification of chromosomes or chromosome
segments shared among the genera. It is likely that the non-identified
chromosomes/segments were subject to different kinds of chromosome rearrangement,

which made comparative analysis of the 3 species difficult. However, 5 chromosome pairs
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(3,4,5,8and 10 in T. cirrhosus; 4, 3, 5, 10 and 12 in V. spectrum; and 3, 5, 6, 9 and 12 in
C. auritus) were conserved with no rearrangement after divergence of the species,
suggesting that these chromosomes were present in the common ancestor and are
symplesiomorphic traits. Two other chromosome pairs were common between V. spectrum
(pairs 9 and 14) and C. auritus (pairs 8 and 13) respectively, but different in T. cirrhosus
(pairs 7 and 9). This difference can be explained by pericentric inversion in T. cirrhosus,
because in outgroups including Desmodontinae the chromosome morphology is similar to
V. spectrum and C. auritus (Sotero-Caio et al., 2010). The two Vampyrini species have
exclusive homeologies not observed in any other Phyllostominae; the long arm with NOR
in each species, and the chromosome corresponding to pair 7 in C. auritus and pair 11 in V.
spectrum. The 3 species share many chromosome arms, but these are part of different
metacentric chromosomes in each karyotype. This demonstrates that rearrangements such as
Robertsonian translocations occurred in many combinations, differentiating the karyotypes
of these species. This is in agreement with previous reports suggesting that chromosome
evolution in Chiroptera is driven by these kinds of rearrangement (Ao et al., 2006, 2007;
Mao et al., 2007, 2008, 2010). The comparative cytogenetic study of Patton and Baker
(1978) suggests that the karyotype of Macrotus waterhousii is closest to the ancestor of the
family Phyllostomidae. Barros et al. (2009) suggested that T. cirrhosus has three bi-armed
chromosomes pairs (8, 10 and 13) that remain unchanged, and these correspond to the bi-
armed chromosome pairs (6/7, 15/16 and 25/26, respectively) of Macrotus waterhousii. In
comparative analyses we observed that these pairs were also present in the karyotype of V.
spectrum, corresponding to chromosome pairs 10, 12 and 13. However, in C. auritus only
the chromosome pairs 6/7 and 15/16 corresponded to pairs 9 and 10. The 25/26 chromosome
pair of Macrotus waterhousii was not conserved in C. auritus, as previously suggested by

Morielle-Versute et al. (1992), which shows that many chromosome rearrangements
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contributed to the observed karyotypic diversity, and that the karyotypes of these species are
significantly different from the ancestral type. Studies supported by morphological
comparisons have suggested an association among Trachops, Chrotopterus and Vampyrum
(Slaughter, 1970), and this was corroborated by immunological data (Honeycutt and Sarich,
1987). In comparisons of these data with chromosome information, Baker et al. (1989)
suggested a classification of the Phyllostomidae that grouped these three genera in the
subfamily Vampyrinae. However, no banding data for Trachops where available at that
time. More recent topologies (Wetterer et al., 2000; Jones et al., 2002) have included the
genera Trachops, Chrotopterus, Vampyrum and Tonatia in the tribe Vampyrini (subfamily
Phyllostominae), with the clade based mainly on the feeding specializations shared among
the genera. However, topologies based in molecular data do not support this clade, but
recognize 3 tribes as proposed by Baker et al. (2003): Phyllostomini (Lophostoma, Tonatia,
Phylloderma, Phyllostomus and Mimon), Vampyrini (Chrotopterus and Vampyrum) and
Macrophyllini (Macrophyllum and Trachops). The monophyly in these tribes is well
established and strongly supported by molecular topologies (Lee et al. 2002; Baker et al.
2003; Porter et al. 2003, Hoffmann et al., 2008). However, there remain unsolved
questions related to the evolutionary relationship among the tribes. Baker et al. (2003)
suggested that the Phyllostomini may be a sister group of the Vampyrini, with the
Macrophyllini being the most basal branch of this subfamily. Other molecular topologies
suggest that the Phyllostomini and Macrophyllini are sister groups, and the Vampyrini is
the basal branch (Lee et al., 2002; Porter et al., 2003; Hoffmann et al., 2008).

From the chromosome study the most parsimonious tribes would place the Phyllostomini
and Macrophyllini as sister groups, as T. cirrhosus has an inverted chromosome (pair 7),
which is a synapomorphy for the Phyllostomus genus clade (chromosome pair 7, tribe

Phyllostomini) in Patton and Baker (1978). This condition is not found in C. auritus
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(chromosome pair 8), V. spectrum (chromosome pair 9), or in species of other subfamilies
including the Desmodontinae, which is accepted as the base of the family, where the three
species have this pair metacentric (Sotero-Caio et al., 2010). In addition, T. cirrhosus has a
small number of chromosomes in common with species of the Vampyrini, Apart from the 5
pairs that are common to the 3 genera, T. cirrhosus has 3 more pairs of chromosomes in
common including a symplesiomorphic pair (pair 9 in V. spectrum and pair 8 in C. auritus),
and the chromosome pairs 14 and 11 in V. spectrum, and 13 and 7 in C. auritus, respectively;
this represents a synapomorphy for the clade. Additional cytogenetic studies, such as
chromosome painting, will be necessary to understand the intergeneric relationships among

this subfamily.
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Figure Legends

Figure 1. Map from the regions where the three species were collected. Source:
SISCOM/IBAMA. Design: NOGUEIRA KNS (2011).

Figure 2, a-d. Metaphases of Chrotopterus auritus. a — G-banding. b - C-banding. ¢ - FISH
using telomeric probes. d - FISH using 18S rDNA probes.

Figure 3, a-d. Metaphases of Vampyrum spectrum. a — G-banding. b - C-banding. ¢ - FISH
using telomeric probes. d - FISH using 18S rDNA probes.

Figure 4, a-d. Metaphases of Trachops cirrhosus. a — G-banding. b - C-banding. ¢ - FISH

using telomeric probes. d - FISH using 18S rDNA probes.
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Table 1. Cytogenetic studies in bats of the Subfamily Phyllostominae.

Tribe Genus Species 2n  FN Techniques References
Phyllostomini Phyllostomus  P. discolor 32 60 G,C,NOR Yonenagaetal. (1969),Patton and Baker
and FISH  (1978), Rodrigues et al. (1998), Rodrigues
et al. (2000), Santos et al.(2002)
P. hastatus 32 58 G,C,NOR Yonenagaetal. (1969), Rodrigues et al.
and FISH  (2000)
P. elongatus 32 58  Con.stain  Bakerand Bickham (1980), Santos et al.
(2000), Santos et al.(2002), Rodrigues et
al. (2003), Pieczarka et al. (2005).
P. latifolius 32 58  Con.stain  Honeycutt et al. (1980)
Phylloderma P. stenops 32 58 NOR and  Bakerand Hsu (1970), Baker (1973),
FISH Baker (1979), Santos et al. (2002).
Mimon M. benettii 30 56 G Baker et al. (1981b).
M. crenulatum 32 60 Baker and Hsu (1970), Patton and Baker
(1978).
Tonatia T. bidens 16 20 NOR and  Santosetal. (2002).
FISH
T.saurophyla 16 20 G,Cand  Baker(1970), Tucker and Bickham
NOR (1986).
Lophostoma L. 34 Con. stain  Baker et al (2004).
aequatorialis
L. brasiliensis 30 56 GandC Baker and Hsu (1970), Baker et al.
(1982).
L. carrikeri 26 46 Con. stain  Genoways and Willians (1980), Baker et
al. (1981b).
L. evotis - -
L. silviculum 34 60 Gand NOR Genowaysand Willians (1980), Tucker
and Bickham (1986).
L. schulzi 28 36  Con.stain  Genowaysand Willians (1980), Baker et
al. (1982).
L.yasuni - - -
Macrophyllini Macrophyllum M. 32 56  Con.stain  Bakeretal. (1982)
macrophyllum
Trachops T. cirrhosus 30 56 G,C,NOR  Baker(1979), Santos et al. (2002), Barros
and FISH  etal. (2009).
Vampyrini Vampyrum V. spectrum 30 56 Con. stain  Baker and Hsu (1970), Baker (1973),
Baker (1979).
Chrotopterus  C. auritus 28 52 G,C and Yonenaga et al. (1969), Morielle-\ersute et
NOR al. (1992)
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Figure 1. Map from the regions where the three species were collected. Source:

SISCOM/IBAMA. Design: NOGUEIRA KNS (2011).
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Figure 2, a-d. Metaphases of Chrotopterus auritus. a — G-banding. b - C-banding. ¢ - FISH

using telomeric probes. d - FISH using 18S rDNA probes.
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Figure 3, a-d. Metaphases of Vampyrum spectrum. a — G-banding. b - C-banding. ¢ - FISH

using telomeric probes. d - FISH using 18S rDNA probes.
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Figure 4, a-d. Metaphases of Trachops cirrhosus. a — G-banding. b - C-banding. ¢ - FISH

using telomeric probes. d - FISH using 18S rDNA probes.
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CONCLUSOES

A analise cromossdmica realizada em Chrotopterus auritus, Trachops cirrhosus e
Vampyrum spectrum referentes ao numero dipléide, morfologia cromossémica e
sistema sexual obtidos ndo apresentam variacdo quando comparados com
representantes de outras regibes geograficas, exceto pela morfologia
subtelocéntrica do cromossomo X de Chrotopterus auritus, sugerindo uma variacéo

cromossémica ao longo de sua distribuicdo geografica.

Trés cromossomos de dois bragos mantiveram-se inalterados em relacdo ao cariétipo
sugerido como primitivo para a familia Phyllostomidae nos cariotipos de T. cirrhosus

e V. spectrum. Com relacdo a C. auritus, somente dois pares estdo presentes.

A analise comparativa utilizando bandeamentos cromossémicos entre elas sugere um
extenso grau de diferenciacio cromossémica, cCOm pPoUCOS CromOSSOMOS

compartilhados pelas trés espécies.

Os cari6tipos por Bandeamento G de C. auritus e V. spectrum apresentam mais
elementos compartilhados entre si do que quando comparados a T. cirrhosus. Estas

homeologias cromossomicas séo indicadores de ancestralidade comum.

Nossos resultados confirmam a associagdo de C. auritus e V. spectrum na tribo
Vampirini e sugerem a associacdo de T. cirrhosus (Tribo Macrophyllini) com
membros da tribo Phyllostomini. Estudos mais abrangentes incluindo espécies
pertencentes a tribo Phyllostomini sdo necessarios para esclarecer as relacoes

intergenéricas observadas nesta subfamilia.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Investigar por pintura cromossdmica (ZOO-FISH) as espécies Trachops cirrhosus
(tribo  Macrophyllini), Chrotopterus auritus e Vampyrum spectrum (tribo
Vampyrini);

Fazer o mapeamento cromossdmico das trés espécies utilizando sondas de
cromossomos totais de Carollia brevicauda e Phyllostomus hastatus;

Ampliar a andlise por pintura cromossdmica para outros géneros pertencentes a

tribo Phyllostomini (Subfamilia Phyllostominae).
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ANEXOS 1

Fotos das espécies estudadas

Fig. 1: Foto das espécimes de Chrotopterus auritus (a), Trachops cirrhosus (b) e
Vampyrum spectrum (c).
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