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. INTRODUCAO

1. Ordem Chiroptera: aspectosgerais

A ordem Chiroptera de Mammalia é representada pelos morcegos,
que S0 animais com caracterigicas morfofisiolégicas particulares que possbilitam o
vbo. Esta condicdo ndo é observada em quaquer outro grupo de mamifero, e fez dos
Chiroptera um dos grupos de maior sucesso entre 0s mamiferos euterianos.

Os morcegos sdo encontrados na maioria das regifes temperadas e
tropicas do mundo. Devido & cepacidade de explorar 0 melo afreo e ao hébito
noctivago, podem utilizar uma variedade de tipos de dimentos e dorigos, geramente
n&o ocupados por outros animais.

Cerca de um quarto de todas as espécies de mamiferos pertencem a
ordem Chiroptera, e a diversdade deste taxon, em termos de adaptagdes ecoldgicas e
morfol g cas, € muito grande.

A ordem Chiroptera apresenta cerca de 980 espécies agrupadas em
duas subordens. Megachiroptera e Microchiroptera. A subordem Megachiroptera
representa uma Unica familia, a Pteropodidae. Esta familia condtitui-se por cerca de
169 espécies que representam as grandes formas de morcegos e ocorrem gpenas no
Velho Mundo (Nowak, 1999).

A subordem Microchiroptera é cosmopolita e compdem-se por 17

familias agrupadas em oito superfamilias Embdlonuroidea (Embdlonuridag),
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Rhinopomatoidea (Craseonycteridae e Rhinopomatidae), Rhinolophoidea
(Nycteridee, Megadermatidee e Rhinolophidag), Noctilionoidea (Noctilionidae,
Mormoopidae e Phyllostomidae), Molossoidea (Antrozoidee e Molossideag),
Natal oidea (Myzopodidae, Thyropteridae, Furipteridae e Nataidae),
Vespertilionoidea (Vespertilionidee) e Incertae Sedis (Mystecinidag) (Smmons &
Geider, 1998).

No Brasl sio encontradas cerca de 160 espécies de
Microchiroptera, abrangendo representantes de nove familiass  Emballonuridae,
Vespertilionidae, Molossdae,  Phyllosomidae,  Noctilionidae,  Mormoopidae,
Natalidae, Furipteridae e Thyropteridae (Aguiar & Taddel, 1995).

As familiass  Phyllosomidae,  Noctilionidee,  Mormoopidae,
Natdidee, Furipteridee e Thyropteridae ocorrem exclusvamente nas Américas,
enquanto que as familias Embdlonuridae, Vespertilionidee e Molossidae ocorrem
também no Velho Mundo.

Os relacionamentos evolutivos dentro da ordem Chiroptera sfo
dificeis de serem edtabelecidos, em parte, pela raridade de registros fossels. Os
registros féssais mais antigos atribuidos a esta ordem sfo provenientes do Eoceno da
Europa e da América do Norte (Jones & Genoways, 1970), datados de
gproximadamente 50 milhGes de anos. Embora os registros ndo demonstrem

claramente a época em que esses animais aingiram a Améica do Sul, ha um registro
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de Molossdae (Tadaria), presumivelmente do Oligoceno, e um de Phyllostomidae
(Notonycterig do Mioceno (Taddei, 1997).

Segundo Smith (1976), a maoria das familias de Chiroptera
originouse aparentemente da radiacdo adaptativa dos embaonurideos, rinolofideos e
vespertilionideos.

Smmons & Geder (1998) sugeriram que Embdlonuroidea néo
sga monofilética, porque uma das suas familiass, a Embalonuridee, ocupa uma
posicdo basal em relacéo a todos os outros Microchiroptera.

Com base no grau de egpecidizacio morfolégica, os
embaonurideos parecem ter chegado primeiro aos trépicos do Novo Mundo,
seguidos dos  vepatilionideos.  Portanto, a familia Embdlonuridee tem sdo
condderada por aguns autores como uma possivel ancestrd dos noctilionideos,
mormoopideos e filogomideos do Novo Mundo (Smith, 1976). As demas familias
neotropicals, ou sga, Nataidae, Thyropteridee e Furipteridee aparentemente
derivaram do estoque vespertiliondideo.

Apesar da consderagdo anterior, Smith (1976) ndo descarta a
hipétese de que os Chiroptera ancestrais datados do Eoceno foram a fonte a partir dos
quais véarias linhagens de Microchiroptera radiaram se adaptativamente.

A familia Embalonuridae € composta por 13 géneros e cerca de 50
espécies amplamente  distribuidas nas regifes tropicais e subtropicais do Mundo

(Nowak, 1999). Nas Américas ocorrem 18 espécies das quais 15 ja foram registradas
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no Brasl (Tadde, 1996). Os regigtros fosseis mais antigos para esta familia sfo do
Eoceno médio na Europa, Mioceno médio na Africa e Pleistoceno na América do Sul
e Améicado Norte (McKenna & Bell, 1998).

Hood & Baker (1986) andisando comparaivamente 0s
cromossomos de espécies de Phyllostomidee e Embdlonuridee, ndo detectaram
homologias cromossdmicas entre elas. Este fao favorece uma hipdtese dternativa
paraaorigem das familias do Novo Mundo.

Além de Embdlonuridae, as familias Vespertilionidee e Molossdae
também sdo do Velho Mundo e ocorrem nas Americas.

Os vespertilionideos ocorrem em todos os continentes, atingindo
regides temperadas e tropicas do Mundo. Egtes animas condituem a maior familia
de Chiroptera, para a qual sdo reconhecidos 43 géneros e cerca de 340 espécies
(Nowak, 1999), sendo 74 espécies de ocorréncia nas Améicas e 19 no Bradl
(Taddei, 1996). Os vespertilionideos podem ser reconhecidos pela presenca de uma
cauda desenvolvida, estendendo-se aé o0 extremo poserior da membrana
interfemura, gpresentando aformade V.

Os regidtros fossels mais antigos para os vespertilionideos datam
Eoceno médio na Europa, Mioceno na Africa e Asia, e Mioceno na América do Norte
(McKenna& Bdll, 1998).

A familia Molossdee conditu-se de 86 espécies agrupadas em 16

géneros, sendo encontradas nas partes quentes do mundo (Nowak, 1999). Nas
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Américas, € representada por 31 espécies das quais 21 ocorrem no Brasil (Gregorin &
Taddei, 2002). Os morcegos desta familia adimentam-se de insetos e apresentam
como principd caracteriica uma cauda livre, que ultrgpassa a membrana
interfemural. Suas asas A0 edreitas e dongadas, e as orelhas, em gerd, so achatadas
(Taddei, 1996). Os registros fosseis mais antigos para os Molossidae sGo do Eoceno
da América do Norte e da Europa, e Oligoceno da América do Sul.

Nas Ameéricas, Molossdae é a tercaeira maior familia em nimero de
espécies. Embora algumas espécies estgam entre 0s morcegos mais comuns, como €
0 caso de Molossus ater © Molossus molossus, & maioria dos tdxons € pobremente
estudada devido a suas caracterigticas de comportamento, como véos dtos e rapidos,
0 que tem dificultado os estudos para afamilia

Entre a familiass de morcegos neotropicas a familia
Phyllostomidae € a que apresenta maior representatividade, com cerca de 52 géneros
e 154 espécies. Os morcegos desta familia podem ser encontrados nas regides
tropicais e subtropicais do Novo Mundo, abrangendo desde o sudoeste dos Estados
Unidos e oeste da India até o nordeste da Argentina (Nowak, 1999).

Os registros fossals mais antigos para a familia datam do Mioceno e
Pleistoceno na América do Sul e América do Norte e Pleistoceno no oeste da india
(McKenna& Bdll, 1998).

Embora eda familia tem sdo assunto de grandes discussies com

relacéo a classificacéo e composicéo de géneros, a classificacdo proposta por Jones &
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Cater (1976) é anda seguida por muitos autores e reconhece as seguintes
ubfamilias: Desmodontinee, Phyllostominee, Glossophaginee, Cardllinee,
Sternodermatinae e Phyllonycterinae. Porém, em proposta recente, Wetterer et al.,
(2000) reconheceram mais uma subfamilia para Phyllostomidae, a Brachyphyllinae.

Os morcegos da familia Phyllogomidae variam muito em tamanho
e cor da pdagem. O comprimento da cabeca e corpo compreende de 40 a
gproximadamente 135 mm e, a maioria das espécies gpresenta um gpéndice nasd em
forma de folha, o qua conditui a caracteristica mais importante para a identificacdo
da familia. Nos morcegos vampiros este gpéndice encontra-se modificado em forma
deferradura

A grande irradiacGo  adgptativa dos  filostomideos  foi,
gparentemente, uma resposta a exploracdo de diferentes tipos de aimentos no Novo
Mundo (Smith, 1976). A subdivisito das familias coincide em pate com os habitos
dimentares, sendo encontradas espécies  insdtivoras, carnivoras,  nectarivoras,
frugivoras, onivoras ou hemadfagass Os morcegos hematdfagos pertencem a
subfamilia Desmodontinee e condituem os Unicos mamiferos que se dimentam
exclusvamente de sangue (Taddel, 1996).

A origem mondfilética da familia € suportada por inOmeras
evidéncias, incluindo dados morfoldgicos, citogenéticos, bioquimicos e moleculares

(Baker et al., 1989, Smmons & Geideir, 1998; Jones et al., 2002). Desmodontinae é
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reconhecido como um grupo irméo de todos os outros clados de filostomideos e, entre
0s demais taxons, Phyllostominae é irmao das outras seis subfamilias.
Apesar dos avangos nos estudos com enfoques evolutivos, a

sgematica aud de Chiroptera € anda insuficiente, pois 0s relacionamentos

evolutivos de muitas espécies ndo foram anda investigados em detdhes e em
representatividade. As divergéncias observadas entre os resultados apresentados nos
diferentes estudos, complican anda mas o quadro. Flogeniss mas robustas
gedmente tém ddo obtides quando diferentes e amplos conjuntos de dados

(morfolégicos, citogenéticos e moleculares, entre outros) tém sido abordados.

2. Estudos Citogenéticos e Inter pretacdes Evolutivas

Os conjuntos cromossdmicos auais dos diferentes taxons animais
s80 chamados caridtipos e originaramse por processos mutacionals que ocorreram ao
longo daevolugéo.

Cada cromossomo de mamifero € um mosaico de compartimentos
que e magpelam como dominios contiguos na molécula do DNA. Em cromossomos
metafasicos esses dominios S0 visudlizados como bandas transversais, sendo que
cada compartimento difere de seu vizinho pelo contelido de bases CG.

Nos esudos citogenéticos, a identificacdo dos caridtipos de
diferentes espécies e a determinacdo dos padrBes longitudinais especificos de bandas,

que é caracteristico de cada par cromossdmico nos permite, em muitos casos, avaiar
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a intensdade e os padrbes de evolugdo cromossOmica nos diferentes grupos de
organismos, determinar as diferencas e semelhangas cromossdmicas, assm como 0S
possivels rearran]os que ocorreram na diferenciacéo das espécies.

Em mamiferos, entre os rearranjos cromossdmicos que diferenciam
0s caridtipos das espécies, as trandocagdes Robertsonianas (a fusio e a fissdo) e as
inversdes pericéntricas parecem ser as mas frequentes (King 1993; Slijepcevic,
1998). Na fusdo céntrica cromossomos acrocéntricos ou telocéntricos déo origem a
Cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos, ocasonando uma diminuigdo no
nimero dipldide do conjunto cromossdmico, sem dterar 0 nimero fundamentd
(nimero de bracos cromossdmicos) e o padrdo gerd de bandas cromossdmicas. A
fissio € 0 proceso inverso, onde cromossomos metacéntricos ou  submetacéntricos
originam  cromossomos  acrocéntricos ou  telocéntricos, aumentando 0 ndmero
dipldide sem dterar o niUmero fundamenta. No processo de inversdo pericéntrica, que
ocorre pela inversdo de um fragmento quebrado contendo o centrdmero, em gerd ha
dteracdo na morfologia cromossomica, muitas vezes acompanhada de dteracdo no
ndmero fundamentd, sem dterar o nimero dipldide.

Outro tipo de rearanjo que ocorre no caridtipo de mamiferos,
poréem em freqUéncias menores que os citados anteriormente, é a trandocacdo em

tandem caacterizada pela fusio de centrdmeros com teldmeros e teldmeros com

teldmeros, reduzindo o nimero dipldide e também o nimero fundamental.
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Muitos desses fendmenos genéticos sdo evidenciados pelo método
mais comum de bandamento cromossdmico, o bandamento G, usado para determinar
homologias entre individuos, populagtes e mesmo entre epécies.

A identificagdo dos cromossomos peo bandamento G foi

inicidmente desenvolvida em estudos de cromossomos humanos no inicio da década
de 70. Desde entdo, o bandamento G tem sido usado no estudo dos cromossomos de
diferentes grupos de vertebrados. As seqiiéncias de bandas G, que aparecem como
faixas transversais ao longo dos cromossomos e refleeem dominios cromatidicos com
sequéncias especificas de bases, podem ser comparadas entre diferentes espécies e
mesmo entre categorias taxondmicas mais elevadas e, as diferencas ou semelhangas
entre os taxons podem ser identificadas e usadas nos estudos evolutivos (Baker et al .,
1987).

Estudos comparativos dos padrdes de bandas G dos complementos
cromossOmicos de diversos grupos animais tém mostrado, por exemplo, que na
ordem Primates, com excegdo dos gibdes e dos macacos noturnos, ha um acentuado
conservadorismo cromossomico, de forma a permitir o reconhecimento de extensa
homologia entre todos os grupos, desde os pro-simios aé os humanos (Seuanez,
1987). Contudo, em outros grupos de mamiferos como em espécies da familia
Ceavidee da ordem Artiodactyla, Stuacdo oposta foi observada. Neste grupo, as
mudancas foram t&o intensas que impedem o reconhecimento das homologias pela

comparacdo entre os padrdes de bandas cromossOmicas. Apesar dessa familia ser
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comparaivamente jovem e conter somente 32 espécies recentes, nenhum outro grupo
tem diversdade cromossdmica t&o intensa, onde os nimeros dipldides variam de sais
(fémess) / 7 (machos) no Muntiacus muntjac @ 80 no Capreolus pygargus (Neitzd,
1987).

A utilizacdo das técnicas de bandamento tem contribuido bastante
para 0 exlarecimento das relagdes filogenéticas e dos mecanismos de evolucdo das
egpécies de morcegos. Com a determinacd do padréo diferencid de bandas
cromossOmicas pddese veifica que caidtipos morfologicamente  muito
semelhantes, como os dos géneros Carollia (Cadllinge) e Choeroniscus
(Glossophaginae), apresentam padroes de bandas facilmente diferenciados (Stock,
1975). Por outro lado, caridtipos aparentemente muito diferentes, como os dos sete
citdtipos de Rhogessa timida, que tém 2n = 30, 32, 34, 42, 44 ou 52, puderam ter sua
homol ogia rapidamente reconhecida (Bickham & Baker, 1977, Baker et al., 1985).

A contribuicdo quase exclusva dos rearranjos Robertsonianos, que
era admitida pelas publicagbes mais antigas, foi confirmada em certos casos, como
em aguns Vepetilionidee (Bickham,1979) e Molossdae (Moridle-Versute et al.,
1996), mas € bem documentado que rearranjos como inversdes, insergdes e
trandocagdes reciprocas, bem como a adicdo de heterocromatina condtitutiva, tiveram
paped dgnificativo em outros Vespetilionidae, Phyllostomidee e Molossdae
(Bickham & Hafner, 1978; Haiduk & Baker, 1982; Stock, 1983; Bickham et al.,

1986; Tucker, 1986; Moridle-Versute et al., 1996).
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O bandamento G é também badante utilizado para um mehor
exlarecimento do relacionamento entre os géneros dentro das subfamilias, sendo
possivel sugerir com base nos tipos de rearranjos envolvidos na diferenciacdo das
expécies, qua seria 0 caridtipo mas primitivo dentro de um determinado grupo
(Baker et al., 1979; Haiduk & Baker, 1982).

Os dados cromossomicos obtidos pelos bandamentos G revelam
padrdes cromossdmicos especificos que podem s utilizados paa andise
filogenética, por méodos de comparacOes cladisticas (Baker et al., 1987, 1989). As
variagdes nos padres de bandas G (originadas por fusdes, inversdes ou trandocacoes
cromossimicas) em diferentes grupos podem ser tratadas como um carder na andise
filogenética e, a identificacdo do estado primitivo ou derivado do carder possbilita
que s determine o tipo € 0 nimero dos rearranjos cromossdmMicos incorporados
durante o curso de evolucdo. Além disso, smilaridades nos padrdes de bandas
evidenciam uma homologia genética, io € uma origem evolutiva comum, enquanto
que acentuadas diferencas nos padrfes de bandas sugerem maior distanciamento em
termos evolutivos (Baker et al., 1987). Assm, caracteres identificados como
derivados, designados apomorficos, e compartilhados por diferentes taxa podem ser
utilizados para identificar subconjuntos monofiléticos, ou sga, com uma origem
evolutiva comum.

Andises comparativas entre as espécies Phyllostomus discolor €

Phyllostomus hastatus confirmaram a hipdtese de que Phyllostomus tem uma taxa
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conservativa de evolugdo cromossOmica, assm  como aguns géneros de
Stenodermatinee (Artibeus, Surnira € Platyrrhinug. Rodrigues et al. (2000), pela
andlise de bandamento C, G e coloragdo AgNOR puderam sugerir uma filogenia
cromossomica para 0 género Phyllostomus @ssumindo que P. discolor € a condigéo

primitiva para o género.

3. A Citogenética Molecular

Uma grande parte dos rearranjos Cromossomicos que ocorreram na
evolucdo dos diferentes grupos de vertebrados pode sar, como vimos, determinada
peos bandamentos cromossdmicos convencionas Porém, ha Stuagbes onde muitos
dos fendmenos gendticos que contribuiram para a diferenciacdo das egpécies
ocorreram a0 nive génico, SO podendo ser evidenciados cromossomicamente  por
métodos como 0 da citogenéticamolecular.

Os edudos citogendticos moleculares utilizantse de reagentes da
biologia molecular para estudar as mudancas genétices O método de hibridizagéo in
stu fluorescente (FISH) tem sSdo bedtante utilizado neste tipo de estudo. Edta técnica
envolve 0 uso de sondas de DNA marcadas ndo isotopicamente, que 2o hibridizadas
com o0 maerid a s andisadb. A deteccdo da hibridizacdo € feita por processos
imunocitoquimicos, podendo s visudizada sob microscopia de fluorexcéncia As
sondas  utilizadas podem s obtides a patir do DNA gendmico ou de regifes

especificas (como regides centroméricas, tedoméricas ou ribossdmicas) de quaquer
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organismo € um mesmo tipo de sonda de DNA pode geaa diferentes informagOes,
relaivas aos fendmenos cromossOmicos responsivels pdas vaiagbes que S0
obsarvadas nosanimais.

A hibridizacdo gendmica comparaiva (ZOO-FISH) é uma variacdo
da técnica de FISH e tem também assumido um importante papd no edudo da
organizacdo do genoma e nos edudos evolutivos. Através desta técnica, 0s segmentos
cromosOmicos OU  Cromossomos  interos podem  ser comparados € grandes  ou
pequenas variagies, detectadas aravés de microscopia Optica Neste processo de
hibridizacdo, os fragmentos de DNA gendmico Ou 0S cromossomos interos, obtidos
pda acdo de enzimas de redricdo e marcados ndo isotopicamente, podem funcionar
como sondas que Ao hibridizadas com materid metafasico de diferentes organismos.

A aplicacdo da técnica FISH em cromossomos de véarias espécies de
mamiferos tem geado um grande nimero de informecOes sobre a condituicio
cromossdmica e a evolucdo das espécies.

Através do uso de sondas especificas de cromossomos humanos tem
Sdo possivd veificar as homologias exigentes entre 0S cromossomos humanos e os
cromossomos de muitas outras especies de mamiferos (Muller et al., 1997, 1999,
Bidec et al., 1998, Vdleth et al., 1999; Richard et al., 2001). Vezuli et al. (1997),
usando sondas especificas de cromossomos humanos, determinaram  dravés da
hibridizacdo genbmica comparativa, as homologias de cromossomos humanos com os

cromossomos de sais espécies de lémures, confirmando  sugestdes anteriores de
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homologias idertificadas por bandamentos cromossOmicos convencionas € dém
diso, dguns rearanjos novos foram veificados modificando dguns pontos na
filogenia destas espécies.

Em morcegos, poucos tém ddo os esudos de hibridizagio
gendmica compaaiva Volleh e al. (1999), gplicando sondas de cromossomos
humanos em exemplaes da espécie Glossophaga soricina  (Glossophaginee),
encontrou homologias para todas as sondas utilizadas, podendo verificar que certas
asociagbes cromossdmicas que ja haviam sdo detectadas por ZOO-FISH em outros
grupos, também es@o presentes em morcegos Além disso, os autores puderam
levantar questionamentos com relacdo a filogenia dentro da familia Phyllostomidae,
citando a condicdo observada em Glossophaga como a possive condicio ancestrd
paraafamilia

Nos edudos intrafamilias, a hibridizacdo gendmica comparativa
tem ddo usada, muitas vezes, em complementacdo a resultados obtidos aravés de
bandamentos, permitindo um mdhor escdarecimento dos agpectass evolutivos que
envolvem as espécies (Bosma et al., 1996; Robinson et al., 1996; Svatmen & Vianna-
Morgante, 1999). Nash et al. (1998), aravées do uso de sondas derivadas de
cromossomos de gato domédico, urso panda e homem, puderam detectar trocas
cromossomais que ocorreram durante a evolugdo da familia Ursdee e, as andises de
homologias entre 0s cromossomos  permitiram  a  recondrucdo  da  composcéo

gendmica de um possivel caritipo ancedtrd.
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Como vimos ateiormente, entre oS eventos  CromossOMICOS
ewvolvidos na diferenciagdo dos caridtipos dos vertebrados, ed@ as fusdes em
tandem e Robetsnianes Ambas dependem de modificacbes que envolvem
especidmente os centrdmeros e os tddmeros, que o reconhecidos como  unidades
funcionais proprias da estrutura cromossomica

Os tddmeros condituemse por unidades curtas, gerdmente com
cnco a oito pares de bases repetidas em tandem ricas em guaning, representadas
como (TTAGGG)n (Moyziset al., 1988; Beissman & Mason, 1994).

Em vetebrados as sequéncias tdoméricas foram  origindmente
isoladas de bibliotecas de DNA repetitivo humano. Edtas seqiiéncias sfo semedhantes
nes demas egpécies de vertebrados, podendo ser utilizadas como sondas em estudos
de hibridizacdo (Moyss et al., 1988, Meyne et al., 1989; Metcdfe et al., 1998; Liu &
Fredga, 1999).

Embora as sequéncias de DNA tdomérico caracteridticamente
devam s observadas nos tdOmeros dos cromossomos, os estudos de hibridizacdo
tém modrado que em V&ias egpécies de vertebrados os dtios teloméricos estéo
também presentes em regides ndo tdoméricas, ou sga, em regifes pericentroméricas,
centroméricas e interdicias e, gerdmente associados a blocos de heterocromdina
conditutiva (Meyne et al, 1990; Armason e al., 1988 Luke & Vema 1993
Bassmann & Mason, 1994; Garagna et al., 1997, Pagnozzi et al., 2000). A origem e

a funcio das sequéncias de DNA tdomérico em regides ndotdoméricas ndo foram
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anda exlarecidas, mas vaias hipdteses j4 foram levantadas a respeito do que das
poderiam representar.

Uma delas € a de que a presenca de sequéncias tdoméricas em
regies interdicias, denominadas tdOmeros internos (ITS), e regides centroméricas
seriam remanecentes de tddmeros de cromossomos envolvidos em  rearranjos  do
tipo fusbo, durante 0 proceso de especiacddo (Meyne et al., 1989, 1990; Lee et al.,
1993, Vemeesch et al., 1996, Fagundes & Yonenaga-Yassuda, 1998, Cavdho &
Mattevi, 2000; Andrades-Miranda et al., 2002).

Contudo, ha trabahos que sugerem a perda dos tddmeros durante o
proceso de fusio de cromossomos acrocéntricos, envolvidos na formecdo de
metacéntricos robertsonianos (Rb) (Nanda et al., 1995; Gaagna et al., 1995, 2001,
Rogatcheva et al., 2000).

Sijepcevic (1998) dedaca duas Stuagbes que podem ocorrer com
os teddmeros nos vaios fendbmenos cromossimicos 1) a fusfbo envolvendo perda de
seqiéncias teloméricas aravés do encurtamento dos teldmeros e, 2) fusdes sem perda
de sequéncias. Esta segunda Situacéo aparentemente € a mais complexa. A presenca
de seqUéncias tdoméricas interdiciais € incondgente com o papd funciond dos
teldmeros, sugerindo que “teddmeros interdicias’ devem ter perdido sua fungéo
parcid ou completamente antes ou durante o evento de fusdo.

Um dos principas faiores determinantes da funcdo dos tdomercs é

a presenca de proteinas especificas que ligamse as seqiiéncias teloméricas (Zakian,
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1995; Shen ¢ al., 1997). Estas proteinas podem ser inativadas pela presenca de outras
proteinas que encontramse na Suas proximidades, como por exemplo, as proteines
centroméricas. A indtivacdo das proteines associadas as sequéncias  tdoméricas
ocasonariaa perda da fungéo de teldmero (Slijepcevic, 1998).

Os dtios de DNA tdomérico interdicias S0 aparentemente
estavels e ocorrem também em véios organismos como plantas, ciliados e nematodos
(Arnason et al., 1988; Luke & Vema 1993, Bassmann & Masson, 1994; Garagna et
al., 1997; Pagnozz et al ., 2000).

Uma outra hipdtese para a ocorréncia de sitios de DNA tdomérico
ndo teminas é a de que as sqUéncias tdoméricas interdicias seriam reservatdrios
de sqiéncias tedloméricas. Quebras ocorridas nos ITs estariam envolvidas na fixagdo
da dteracdo cromossOmica durante a evolugdo do caridtipo, fornecendo novos finais
cromaossdmicos que podem ser reconhecidos pela tedomerase (Giulotto, 1997).

A origem e funcdo das seqiéncias de DNA tdomérico em regifes
ndo tdoméricas ndo foram anda exlarecidas Azzdin et al. (2001) donando e
comparando com bases de dados as seqiiéncias ITs humanas identificaram trés classes
de ITs no genoma humano: (1) as ITs curtas, compostas de poucas unidades exatas de
T2AG;; (2) longas repeticdes incluindo unidades degeneradas subtdoméricas diretas
(ITs subtddloméricos) e (3) ITs de fusdes nas quas duas extensdes de repeticies
teloméricas etéo orientadas cabeca com cabeca ESte estudo ao contraio de outros,

também indicou que os dStios tdoméricos interdidals produzidos por fusio de finas
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Cromossomicos € um evento raro e que, grande parte dos ITs foran geradas pela
insercéo de DNA telomérico durante o reparo de quebras nafitaduplado DNA.
Pdo expodo, fica evidente que os resultados obtidos nos diferentes

estudos, procurando conhecer e caracterizar 0s vaios aspectos citogenéticos classicos

ou moleculaes para os diferentes organismos, poderdo eclarecer muitos dos
fendbmenos consderados, dém de congdirem em subsidios importattes paa as

interpretagOes evol utivas.
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Objetivos 25

Com base no expodo na Introducdo e na énfase em obter

informagdes que possam colaborar no edarecimento sobre a origem dos morcegos

exclusvamente neotropicais, pretendeur s

b

Veificar, aravés de andises compardivas do bandamento G, se
ocorrem homologias nos padres de bandas entre espécies de
Molossidee e Phyllostomidee;

Identificar os rearranjos ocorridos na evolugdo dos caridtipos
das espécies;

Com o0 uso da Hibridizacdo Gendmica Compardiva, verificar as
homologias dos segmentas cromossdmicos,

Determinar a locdizacdo dos stios de DNA  tdomérico nos
cromossomos das diferentes espécies;

Interpretar oS  resultados  dos  estudos  compardivos
interespecificos €

Obter  informagles mas detdhades sobre a  evolugio

cromossomica em Chiroptera.
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I1l. MATERIAL E METODOS

1. Espécies
Foram andisados citogenéticamente oito espécies de morcegos
pertencentes as familias Phyllostomidee e Molossdee. As sais egpécies de
Phyllosomidae andisadas petencem a quaro subfamiliass  Stenodermatinae
(Artibeus planirostris, Platyrrhinus lineatus € Surnira lilium; Phyllostominae
(Phyllostomus  hastatus);  Glossophaginee  (Glossophaga  soricina); € Caralliinae
(Carollia perspicillata). De Molossdee foram andisados espécimes representantes

de duas espécies da subfamiliaMolossnae  Molossus ater e Molossus molossus.

2. Coletas

Para a obtencdo dos 90 espécimes trabahados, foram redlizadas
coletas em &ea urbana e rurd da regido de Sdo José do Rio Preto/SP e Campo
Grande/MS (Tabela1).

As coletas foram redizadas a noite, com o auxilio de redes do tipo
“mig-nets’, que foram dispostas em possivels rotas de véo e saidas de dorigo. Os
animais capturados foram conduzidos para o laboratério e processados para 0 estudo
citogenético.

Todos o0s exemplares, exceto os de Campo Grande, foram
depositados na Colegdo de Quirdpteros junto a0 Depatamento de Zoologia e

Botanicado IBILCE-UNESP — SIRP.
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Tabda 1. Discriminacdo dos espécimes coletados pela familia espécie, sexo e
procedéncia M = macho; F = fémea.

Familia Espécie Sexo Procedéncia
Phyllostomidae  Artibeus planirostris M Campo Grande/MS
M Engenheiro Schmidt/SP
2M Mirassol/SP
3M Nova Alianga/SP
1F Nova Granada/SP
1F Olimpia/SP
13M; 3F S. J. Rio Preto/SP
Platyrrhinus lineatus M Campo Grande/MS
M Nova Granada/SP
2M; 1F Mirassol/SP
™; 7F S. J. Rio Preto/SP
Surnira lilium 1F Engenheiro Schmidt/SP
1F Mirassol/SP
1M; 3F S. J. Rio Preto/SP
Caroallia perspicillata IM; 1F Guapiacu/SP
M Nova Alianca/SP
M Mirassol/SP
5M; 2F S. J. Rio Preto/SP
Glossophaga soricina IM; 1F Engenheiro Schmidt/SP
2M Nova Granada/SP
2M; 2F Mirassol/SP
1M; 2F S. J. Rio Preto/SP
aF S. J. Rio Preto/SP
Phyllostomus hastatus M Engenheiro Schmidt/SP
M Olimpia/SP
Molossidae Mol ossus ater M Nova Alianga/SP
M S. J. Rio Preto/SP
Mol ossus mol ossus M; 1F Bady Bassitt/SP
M Nova Alianga/SP

3M

S. J. Rio Preto/SP
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3. Preparacgbes Cromossomicas
As preparagbes cromossOmicas foram obtides a patir de medula

6ssea e cultura de fibroblastos.

a) Preparacao direta de medula 6ssea

As preparagdes de medula Gssea seguiram o procedimento descrito
em Vadla-Garcia& Tadde (1989):

No dia subsegiiente a coleta, injetourse no animd subcuténea e
dorsamente 0,2 ml de suspensdo de fermento glicosado para cada 25g de peso
corpora do anima, com o objetivo de induzir a ocorréncia de mitoses nas céulas
precursoras de linfocitos. Apés cerca de 24 horas injetouse intra-peritoniamente 0,2
ml de colquicina 0,05%, para cada 253 peso corpord, a fim de inibir a formacdo do
fuso mitatico nas cdulas,

Decorridos 30 a 40 minutos gp0s a injecdo de colquicing, ©s
animais foram mortos, seus Umeros removidos e a medula foi recolhida em um tubo
de centrifuga com o auxilio de uma seringa e 0lucdo sdina de Hanks. As massas
cdulares foram desfeitas com sucessvas aspiragbes com a propria seringa e a
suspenséo foi centrifugada por 5 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado
e, em seguida, foram acrescentados 8 ml de solucdo hipoténica KCI 0,075M a 37°C.
Decorridos 30 minutos de incubagdo a 37°C a suspensio foi centrifugada por 5
minutos a 1000 rpm, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 6 ml de

fixador metanol-acido acético 3:1.
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ApGs 15 minutos, a suspensdo foi centrifugada, desprezou-se o
sobrenadante e adicionou-se novo volume de fixador. Essa operac@o foi repetida mais
uma vez sempre ressuspendendo-se 0 precipitado em 05 — 1,0 ml de fixador. O

materid foi, entdo, pingado em |aminas molhadas e geladas.

b) Cultura defibroblastos
As culturas de fibroblastos foram obtides a patir do cultivo de
fragmentos de pulm&. O procedimento para a inidacd e manutencdo das culturas

Seguiu o protocolo descrito em Moridle-Versute & Vardla-Garcia (1995).

b.1. Coleta de amostra de tecido parainiciacdo de culturas
celulares
Apds a morte do animd, foi feita uma assepda na regido abdomind
com dcool a 70°Gl e em seguida, com bisturi e tesoura edterilizados foi feita uma
incisfo proxima & codelas e na caxa tor&dica Os pulmdes foram retirados e
colocados em um frasco contendo meio de cultura Ham F10 completo (10% de soro
fad bovino, penidlina 1000000 U/ml, quemicetina 40000 mgml e anfotericna

B:5 ng/ml). O frasco foi levado agdadeira, onde permaneceu por 24 horas.



Material e Métodos 30

b.2. Montagem e manutencéo da cultura

O frasco com os pulmdes foi trandferido para uma camara de fluxo
laminar para 0 manussio em condigles aspticas. A hidpda foi tranderida para uma
placa de petri contendo meio de cultura completo, onde foi recortada varias vezes. Os
recortes foram tranderidos a supeficie inferior de um ou mais frascos de cultivo de
cdulas, nos quais foram adicionados 2 ml de meio Ham F-10 completo. Os frascos
foram incubados em edufa a 37°C por 3 dias. Poseriormente, os frascos foram
obsarvados ap microscopio invertido para veificagd de aderéncia ao subdtrato e
proliferacdo de cdulas. Na presenca de crescimento cdular, mais 3 ml de melo foram
adicionados. Os frascos foram novamente conduzidos a estufa e observados
diariamente para veificar dteragbes do pH do meo, ocorréncia de contaminacdo por
fungos e bactérias e o indice de proliferacdo cdular. Na presenca contaminacéo ou

auséncia de crescimento, os frascos foram descartados.

b.3. Tripsnizacdo das culturas

Apbs caca de uma ou duas semanas do inicio do crescimento
cdular, ;¢ as cdulas cresceram em amontoados, foi fata a tripsnizacdo da cultura
para que e as se espa hassem.

O meo de cultura foi retirado dos frascos e cerca de 5 ml de
slucdo sdina de Hanks sem cdcio e magnéso foram colocados para a diluicdo dos
residuos de meo que permaneceram no frasco. O Hanks foi retirado €, em seguida,

acrescentou-s2 1 ml de tripsndEDTA (cultilab) a 37°C. Apds carca de 1 minuto, a
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tripsna fol retirada e 5 m de meo novo foram adiconados Os frascos foram
agitados paa que as cdulas s desprendessem e espahassem, sendo novamente

conduzidos a estufa.

b.4. Subdivisio da cultura

Quando os frascos estavam totdmente forrados de cdulas, foi feta
a replicagem ou subdivisfio da cultura Para is0, retirou-s2 0 meio dos frascos e
lavou-s2 as culturas com 5 ml de Hanks sem cdcio e magnéso. Em seguida,
acrescentou-s2 1 ml de tripganaEDTA a 37°C, que permaneceu nos frasco por cerca
de um minuto. A tripsna foi retirada, 5 ml de meo completo foram adicionados e os
frascos foram agitados fortemente para que as cdulas e desprendessem. A metade do
contelido de cada frasco foi transferida para outro frasco e o volume completado para
5 m de mao complego. Os frascos retornaram a edufa para que as cdulas s

rearranjassam, adquirindo condigdes favorévels ao crescimento.

b.5. Blogueio de cultura e preparacéo das |aminas

Para a obtencdo das met&fases adicionou-se as culturas em
crescimento 0,05 ml de colquicina 4 x 104 M. Decorridos aproximadamente 30
minutos, 0 meio de cultivo foi removido e subgtituido por cerca de 8 ml de solucéo de
citrato de sodio a 1%. Apos 30-40 minutos as cdulas etavam hipotonizadas e
descoladas. Trés gotas de fixador metanolacético (3:1) foram adicionadas ao frasco e

a ugpensdo de cdulas foi recolhida em tubo de centrifuga e centrifugada por 5
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minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado, o precipitado foi ressuspendido e
novo volume de fixador foi colocado junto ao precipitado. Apos 15 minutos, a
suspensdo celular foi novamente centrifugada, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi novamente ressuspendido, fixado e centrifugado. Essa operacéo foi
repetida mais uma vez e o materid obtido foi pingado em lamines molhadas e

geladas.

4. Técnica de bandamento G

O bandamento que foi usado para determinacdo do padréo de
bandas longitudinais dos cromossomos foi 0 bandamento G. Este foi processado de
acordo com atécnica de De Grouchy & Turleau (1977), com modificages.

Laminas com quinze a vinte dias de fixagdo foram imersss em
s0lucdo de dcool metilico 50% por dois minutos. Apos lavagem em é&gua destilada,
por dois minutos, as laminas foram trandferidas para solucéo tampdo Sorensen, pH
6,8 onde permaneceram por cerca de quinze a trinta minutos. A seguir, foram imersas
em solucéo de tripsina (DIFCO) a 0,2%, tamponada com solucéo sdina de PBS, por
um tempo variavel de cinco a vinte segundos, dependendo do periodo decorrido apds
a fixacdo do materid. O excesso de tripsna foi retirado pela imersio da lamina em
solucdo sdina de PBS, sendo o materid posteriormente corado com solugéo a 2% de
Giemsatamponada, por trés minutos, e lavado em agua destilada.

As laminas foram observadas sob microscopia de luz e as metéfases

representativas dos padrbes de bandas foram fotografadas em microscopio Zeiss em
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aumento de 1000 — 1250 x. O filme empregado foi ILFORD PANF 50 ASA e 100
ASA. Na revelacdo dos filmes foi utilizado o revelador Kodek D-72, e as imagens
obtidas foram copiadas em papel kodabrome Print F2 e F3 da Kodak. As melhores

metafases documentadas foram  utilizadas para a montagem dos caridtipos e

comparacles interespecificas. As pranchas foram fotografadas em filme TMAX ASA

100, reveladas em D- 72 e fotopiadas em Kodabrome Print F3.

5. Extracdo do DNA Gendmico

Para a extracBo de DNA dos espécimes e preparo da sonda
genbmica, foram utilizados fragmentos de pulméo, figado e rim. ApGs serem
recortados, os pequencs fragmentos foram transferidos para um tubo estéril onde foi
acrescentado 3 ml de tamp&o de lise (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,5
% Tween 20) e proteinase K na concentracdo 200 ng/ml, para a digestéo
enziméticaO tubo foi agitado e colocado em banho a 37°C overnight. Decorrido esse
periodo, a solucdo viscosa obtida foi centrifugada por 15 minutos a 2000 rpm, O
sobrenadante foi transferido para um tubo novo, onde foram adicionados 0,5 volume
de acetato de potésso (5M) e 25 volumes de etanol absoluto gelado para a
precipitacdo do DNA. O DNA precipitado foi recolhido com o auxilio de uma
micropipeta, diluido em tampd TE (10 mMTrigl mM EDTA), dividdo em

aliquotas e congelado a—20°C.
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A edimativa da concentracdo e a verificacdo do grau de pureza do
DNA extraido foram feitas através da leitura da absorbancia das amostras & DNA,
tomadas com espectrofotdmetro.

ApGs a veificagdo das condigdes do DNA extraido ee foi

devidamente identificado e utilizado no preparo da sonda gendmica

6. Preparo da Sonda Genémica
Para 0 preparo da sonda genbmica, o0 DNA das espécies utilizadas
foi inicidmente marcado com biotina para posterior deteccdo no processo de
hibridizacdo. Para a marcagéo com biotina foi empregado o Kit de marcacdo BioNick
labeling system da Gibco (reCat. 18247-015).
O protocolo de marcacdo da sonda foi o0 recomendado peo
fabricante. Cerca de 1ng de DNA foi misurado a 5 nh de dNTP marcado, 5 nf da

slucdo de enzimas e o volume foi completado para 50 nh com &gua milli Q

autoclavada. O materid apos ser misturado, foi centrifugado a 15.000 rpm por 5
segundos e incubado a 16°C por duas horas. Em seguida 5 nh de stop buffer foram
adicionados parafindizar areagéo.

Ap6s a marcacdo, o DNA foi associado a0 Cotl DNA de
camundongo e DNA de espema de salmé&o para suprimir regides repetitivas (DNA
sadite) e fadlitar aligaco da sonda com as regides de &finidade.

A cada 1 ng de DNA marcado foram adicionados 50 ng de DNA de
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esperma de saméo. Em seguida, o DNA foi purificado com 1/10 volumes de acetato
de sbdio 3M e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado, e a solucdo congdlada a —20°C
overnight. Pogteriormente, o materid foi centrifugado por 30 minutos a 12.000 rpm, 0
sobrenadante foi descartado e o precipitado de DNA foi seco e dissolvido em 100
de TE (concentragdo find: 10 ng DNA/nm de TE). Para cada 50 ng de DNA marcado
e purificado foram adicionados 25 ng de Cot-1 DNA de camundongo. Apds hova
precipitacdo com acetato de sodio 3M e etanol absoluto, o materid foi centrifugado
por 30 minutos a 12.000 rpm.

O precipitado de DNA (j& denominado sonda) foi seco a 37°C por
15 minutos, dissolvido em 10 ph de mistura de hibridizagdo (50% formamida, 10%
w/v dextran sulfato, 1% v/v tween 20 em 2xSSC) e incubado a 37°C por 5 minutos.
Ap6s uma répida centrifugacdo (2 segundos) a sonda foi congelada a —20C até o
momento do uso.

Para a hibridizacdo, a sonda foi desnaturada em banho a 75°C por
10 minutos, incubada em gelo por 5 minutos e centrifugada por 5 segundos. Em
seguida, a sonda foi colocada em banho a 37°C por 30 — 45 minutos para o0 “pré-
anndling” das seqléncias repetitivas. Pogteriormente, foi incubada em gelo por 5
minutos, centrifugada por 5 segundos e mantida no gelo aé o uso. Para cada lamina

26 x 72 mm foram aplicados 14 nh de sonda em cada extremidade da 1&mina (cerca de

150 ng de sonda).
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7. Hibridizacdoin situ fluor escente
a) Gendmica
As hibridizagbes gendmicas foram redizadas nos cromossomos

apoés cerca de 14 dias da preparacao das |aminas.

O procedimento envolveu um pré-tratamento dos Cromossomos,
onde as laminas foram inicidmente desdratadas em uma s&ie de dcoois (70, 85 e
100%) por 2 minutos cada, passadas em s0lucdo de acido acético 70% por um minuto
e imediatamente enxaguadas em dois banhos de PBS (1x) 4 minutos cada. Apds nova
desdratacdo em s&ie de dcooais, as laminas foram limpas em solucdo de RNase (L
da solucdo mée (10mg/ml) para 99 ul de 2xSSC) por 30 minutos em camara Umida a
37°C. Em seguida, foram lavadas em 3 banhos de 2xSSC pH 7,0 por 5 minutos cada,
novamente desidratadas e passadas em solucdo de pepsina (50 ml &gua, 42 pl de HC
12N e 50 Y de pepsina solucéo estoque a 8%).

As laminas foram, entdo, desnaturadas em solucdo de formamida
70% pH 7,0 a 70°C por 2,5 minutos. A desnaturacdo foi interrompida pela lavagem
das laminas em uma s&ie de dcoois gelados e, apds secarem, foram colocadas a
hibridizar com a sonda genémica em camara Umida a 37°C por cerca de 48 horas.

Apo6s a hibridizacdo, as laminas foram lavadas em 2 banhos de
formamida 50% em 2xSSC a 45°C por 6 minutos cada e em 1 banho de 2xSSC a
45°C por 10 minutos. Em seguida foram colocadas em solugdo bloqueadora | (5%
wiv leite em pé desnatado em washing buffer 1) a TA por 20 minutos e enxaguadas

em washing buffer | (4xSSC e 0,05% v/v tween 20) A TA por 5 minutos
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Para a deteccdo, as laminas foram incubadas em HFTC-avidina
produzido pela Vector, diluido em bloqueador | na concentragdo 2 nd : 1000 nha
37°C, por 20 minutos. ApGs esse periodo as laminas foram lavadas por 5 minutos em
washing buffer | e washing buffer 1l (tampd TNE e 005% viv tween 20).
Pogteriormente, seguiu-se a adicdo do anticorpo anti-avidina também da Vector em
bloqueador 1l (5% w/v de leite em pd desnaado em washing buffer 11) na
concentracd 2 m : 200 nh e incubagdo a 37°C, por 20 minutos. As laminas foram
lavadas em 3 banhos de washing buffer Il a 37°C, 5 minutos cada e incubadas
novamente em FITC-avidina em blogueador 11 (2 n/1000 mi) a 37° C, por 20
minutos. Em seguida, foram lavadas em 3 banhos de washing buffer 1l a 37°C, 5
minutos cada, en um banho de PBS (1x) a temperatura ambiente, desidratadas na
s&rie de dcoois, secas e coradas com iodeto do propideo (IP) 0,3 ng/ml e diamidino-
fenilindole 0,5 ng/ml (DAP!).

As laminas foran andisadas em  microscdpio  de
epifluorescéncia da Zeiss com lampada de 50 watt, em filtro gpropriado. Os
resultados foram documentados por fotomicrografias em filme Supra ou Ektachrome

400 asa da Kodak.

b) Com sondatelomérica

As hibridizagbes com sonda telomérica também foram redizadas

em preparagdes cromossomicas apos cerca de 14 dias da preparacéo das |laminas. No
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processo de hibridizacdo para determinacdo dos sitios de DNA teloméico nos
cromossomos dos morcegos, foi utilizada a sonda de seqliéncias teloméricas de
cromossomos humanos (All human telomere — Oncor, ® Cat. P 50 97) marcada com
digoxigenina.

As laminas foram submetidas a um pré-tratamento, onde elas foram
inicidmente lavadas em 2xSSC a 37C por 8 minutos, desidratadas em série de
dcoois (70, 85 e 100%) e desnaturadas em solucdo de formamida 70%, pH 7,0 a
70°C durante 2 minutos cada.

Apés a lavagem em uma S¥ie de dcoois gelados, o materid foi
hibridizado com a sonda de sequiéncias teloméricas, por um periodo de 24 - 48 horas,
em camara Umida com formamida a 37°C. ApGs a hibridizacdo as laminas foram
lavadas em formamida 30% por 8 minutos, em 1 banho de 2xSSC 37°C por 8
minutos, e em 1xPBD por 5 minutos.

A deteccdo da hibridizacdo foi fata com o emprego do kit de
deteccép digoxigenina — fluoresceina-isocianato (FITC), também da Oncor, (S 1331 —
DF). As laminas foram incubadas primeramente com o anticorpo 1 (FITClabeed
anti-digoxigenin) a 37°C por 20 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas trés
vezes em washing buffer Il a 37C por 5 minutos cada Poderiormente, foi
adicionado 0 segundo anticorpo (rabbit anti-sheep) e as laminas foram novamente
incubadas a 37°C por 30 minutos. As laminas foram, entfo, lavadas em 3 banhos de
washing buffer 1l a 37°C por 5 minutos cada e incubadas em um outro anticorpo

(fluorescain-labded  anti-rabbit), a 37°C por 30 minutos Em seguida, as laminas
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foram lavadas em 3 banhos de washing buffer 11 a 37°C, 5 minutos cada, desidratadas
em &ie de dcoois, secas e coradas com os contracorantes iodeto do propideo (IP)
0,3 nyml e diamidino-fenilindole (DAP!) 0,5 ng/ml.

As laminas hibridizadas foran andisadas em microscdpio  de
epifluorescéncia da Zeiss com lampada de 50 waett, em filtro agpropriado e os

resultados foram documentados por fotomicrogrefias em filme supra ou Ektachrome

400 asa da K odak.
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IV.RESULTADOS

1. Andlise Citogenética Compar ativa
1.1. Dos padrdes de bandas G

A adie ewovendo a idetificacdo de homologias inter-
especificas e inte-familid foi fata comparando-se os caridtipos de sas epécies da
familia Phyllogomidee Artibeus planirostris, Surnira lilium, Platyrrhinus lineatus,
Glossophaga soricina, Phyllostomus hastatus e Carollia perspicillata com duas
espécies dafamiliaMolossdae: Mol ossus ater e Molossus molossus.

Paa a idetificacdo de homologias cromossdmicas entre
Mdossdae e Phyllostomidae foram redizadas comparagOes dos padrfes de bandas G
de todos 0s atossomos e dos cromossomos sexuas. A Tabda 2 sumariza os dados

cariotipicos das oito egpécies comparadas no presente traba ho.
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Tabda 22 Sum&io dos dados cariotipicos (morfologicos) das espécies comparadas.
2n = nimeo dpldde NF = nimeo fundamentd; M = metacéntrico;
SM = submetacéntrico; ST = subtelocéntrico; A = acrocéntrica

Familia Espécie 2n NF  Cariétipo
Phyllostomidae ™ A. planirostris 30/31 56 1IM-SM +3ST + XYY,
S. lilium 30 56 1IM-SM + 3ST + XY
P. lineatus 30 56 1IM-SM + 3ST + XY
G. soricina 32 60 15M-SM + XY
P. hastatus 32 58 14M-SM + 1A + XY

C. perspicillata 20/21 36 ™-SM + 2ST + XY 1Y,

4M-SM + 5ST + 14A + XY
4M-SM + 5ST + 14A + XY

Molossdae M. ater 48
48

g R

M. molossus

1.1.1 A. planirogris, P. lineatus e S. lilium (Stenodermatinae), M. ater e
M. molossus (M olossidae)

A expecie A, planirostris tem nimero dipldide de cromossomos
igud a 30 nas fémeas e 31 nos machos (2N = 30/31), e um nimero fundamental, ou
sga, nimero de bragos cromossdmicos do complemento autossdomico iguad a 56
(NF = 56).

A vaiacdo no nimero dipldide de cromossomos entre machos e
fémeas € devida ab Sstema de determinacdo sexua do tipo XX/XY,Y,, resultante de

uma trandocacdo X/autossomo. O cromossomo X resultante € um subtelocéntrico de
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tamanho medio, o cromossomo Y, (o verdadeiro Y) é acrocéntrico pequeno, € 0 Y,, 0
homdlogo livre do autossomo trandocado no cromossomo X, é acrocéntrico, com
cercade o dobro do tamanho do Y,.

Os caribtipos de P. lineatus € S lilium apresentam 2n = 30 e
NF = 56, e assemelham-se morfologicamente ao caridtipo de Artibeus, apresentando
a mesma condlituicdo quanto aos autossomos € um sstema de determinacdo de sexo
do tipo XX/XY. O cromossomo X é um subtelocéntrico médio e o cromossomo Y é
um acrocéntrico pequeno, com cerca de o dobro do tamanho do Y, de A. planirostris.

Nas trés espécies, ou sga, A. planirostris, P. lineatus € S liliumo
complemento autossdmico é congtituido por 11 pares de cromossomos metacéntricos
e submetacéntricos (1 a 4 e 8 a 14) e trés pares de cromossomos subtel océntricos
(5av).

As espécies M. ater € M. molossus tém caridtipos semehantes,
gpresentando um numero dipldide de cromossomos igud a 48 (2n = 48) e um ndmero
fundamental igud a 64 (NF = 64). Em ambas 0 complemento autossdmico congtitui-
Se por um par de submetacéntricos muito grandes (1), trés pares de submetacéntricos
médios (2, 4 e 7), cinco pares de subtel océntricos médios a pequenos (8, 10, 13, 17 e
20) e 14 pares de acrocéntricos médios a pequenos (3, 5, 6, 9, 11, 12, 14, 15, 16, 18,
19, 21, 22, e 23). O cromossomo X € um submetacéntrico de tamanho médioeo Y €
um acrocéntrico pequeno.

A andise compardiva evidenciou que as espécies A. planirostris, P.

lineatus € S lilium tém padrBes de bandas G muito smilares, como se verifica na
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Figura 1. Todos os autossomos gpresentam homologia completa de bandas ao nivel
de resolugéo cromossomica obtida

Devido a edta caracteristica, na comparacdo com Molossus foi
usado como referéncia apenas o caridtipo de A, planirostris

A semdhanca das espécies de Stenodermatinae, M. ater e M.
molossus também  gpresentan homologias entre 0s seus autossomos. Todos 0s
cromossomos sao reconhecidos como homalogos nas duas espécies (Figura 2).

A andise compaaiva entre as trés espécies de Stenodermatinee
(através da comparacdo com A. planirostris) e as duas espécies de Molossus,
posshilitou a identificacdo de homologias de cromossomos inteiros e segmentos
Cromossomicos, as quals etéo ilustradas na Figura 3 e descritas abaixo:

- Os cromossomos submetacéntricos 10 e 11 de A. planirostris, P.
lineatus e S lilium sfo homdlogos completos aos cromossomos submetacéntricos 2 e
4 de Molossus

- Os comosomos submetacéntricos 1, 2, 4, 8 e 12 de A
planirostris, P. lineatus e S lilium s homdlogos respectivamente, aos
cromossomos  acrocéntricos e subtelocéntricos 6 (1p) e 3 (19), 11 (2p) e 9 (2q), 17
(4p) e5 (40), 16 (8p) e 13 (8q) € 15 (12p) e 18 (12q) de Molossus;

- O cromossomo submetacéntrico 3 de A. planirostris, P. lineatus e
S lilium é homdlogo aos cromossomos subtdocéntricos 10 (3p) e 8 com inversto

pericéntrica proximd (3q) de Molossus,
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- O braco longo do cromossomo subtdocéntrico 5 de A
planirogtris, P. lineatus e S lilium € homdlogo @ brago longo do cromassomo 1 de
Molossus. Nenhuma homologia foi observada entre o brago curto do cromossomo 5 e
0s cromossomos de Mol ossus

- O brago curto do cromossomo subtdocéntrico 6 de A. planirostris,
P. lineatus e S lilium é homdlogo a0 cromossomo acrocéntrico 21 de Molossus € 0
braco longo, ao brago curto do cromossomo submetacéntrico 1 de Molossus;

- O cromossomo subtelocéntrico 7 de A. planirostris, P. lineatus e
S lilium é homdlogo a comosomo submetacéntrico 7 € ap  Cromossomo
acrocéntrico 23 de Mol ossus;

- Nenhuma homologia pdde s identificada entre o cromossomo 9
deA. planirogtris, P. lineatus e S lilium e 0s cromossomos de Mol ossus;

- O comossomo submetacéntrico 13 de A. planirostris é homdlogo
a comosomo 19 de Molossus, diferenciando-se deste apenas por uma inverso
pericéntrica proximd;

- O comossomo submetacéntrico 14 de A. planirostris é homdlogo
a0 comosomo subtdocéntrico 20 de Molossus diferenciando-se deste apenas por
umainversio pericéntrica proxima.

A. planirostris aoresentou no seu caridtipo 29 dos 32 bragos
cromossomicos de Molossus representados pelos bragos dos cromossomos 1 a 11,
13, 15 a 21 e 23. Apenas 0s bragos dos cromossomos 12, 14 e 22 de Molossus Néo

puderam ser reconhecidos no caridtipo de A. planirostris.
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Notase pda Fgua 3 A que A. planirostris compatilha com
Molossus dois cromossomos inteiros (cromossomos 10 e 11) e pea Figura 3 B e C,
gue oito cromossomos (cromossomes 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 e 12) podem representar
fusdes de cromossomos acrocéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos  de
Molossus.

Além das fusdes, notase que rearanjos como inversdes
pericéntricas diferenciam dguns cromossomos de Stenodermatinee e Molossidae

(Figura3 C).

1.1.2 G. soricina (Glossophaginae), M. ater e M. molossus (M olossidae)

A espécie G, soricina apresenta 2n = 32 e NF = 60. Seu cariétipo
conditu-se de 15 paes de Cromossomos autossomos metacéntricos e
submetacéntricos (par 1 a 15) e um par de cromossomos sexuais do tipo XY. O
cromossomo X € um submetacéntrico de tamanho médio e 0 Y um acrocéntrico
pequeno. A andise comparaiva dos padrdes de bandas G entre G. soricina €
Molossus possihbilitou a idertificacdo de muitas homologias ilusradas na Figura 4 e
descritas abaixo:

- Os cromossomos submetacéntricos 1, 10 e 11 de G. soricina S0
homologos completos, respectivamente, aos cromossomos 1, 2 e 4 de Mol ossus;

- Os cromossomos submetacéntricos 2, 3, 5, 7, € 9 de G. soricina

s80 homadlogos, respectivamente, aos cromossomos acrocéntricos e subtel océntricos 6
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(2p) e 3 (29), 14 (3p) €9 (30), 17 (5p) €5 (50), 16 (7p) e 13 (7q), € 15 (9p) e 18 (9q)
de Molossus;

- O brago curto do cromossomo 4 de G. soricina € homdlogo ao
cromossomo  subtelocéntrico 8 de Molossus, € 0 brago longo, ao cromossomo
submetacéntrico 7 gpds umainversdo pericéntrica proximal;

- A regido proxima mediana do brago curto do cromossomo
submetacéntrico 6 de G. soricina € homdloga a0 cronpssomo acrocéntrico 19 de
Molossus € 0 brago longo desse mesmo cromossomo (6) é homdlogo ao cromossomo
subtelocéntrico 10 de Molossus Nenhuma homologia foi identificada para a regiéo
medianadistal do cromossomo 6 de G. soricina € 0S cromossomos de Mol ossus;

- O brago curto do cromossomo submetacéntrico 8 de G. soricina €
homologo a0 cromossomo acrocéntrico 21 de Molossus. Nenhuma homologia foi
observada entre o brago longo do cromossomo 8 e 0s cromossomos de Mol ossus,

- Nenhuma homologia foi observada para os cromossomos 12 e 13
de G. soricina COmM 0s cromossomos de Mol ossus

- O cromossomo submetacéntrico 14 de G. soricina € homdlogo ao
cromossomo subtelocéntrico 20 de Molossus diferenciando-se deste por uma inversao
pericéntrica proximd;

- O brago longo do cromossomo submetacéntrico 15 de G. soricina
€ homdlogo a0 cromossomo acrocéntrico 22 de Molossus Néo foi encontrada

homologia para o brago curto do cromossomo 15 e 0s cromossomos de Mol ossus
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Observa-se ainda pela Figura 4, que 29 bracos cromossomicos de
Molossus, representados pelos cromossomos 1 a 10 e 13 a 22, puderam ser
reconhecidos no caridtipo de G. soricina. E possivel obsarvar também (Figura 4 A)
gue G. soricina € Molossus compartilham trés cromossomos inteiros (Cromossomos
1, 10 e 11) e sete cromossomos meta/submetacéntricos (2, 3, 4, 5, 6, 7 e 9) podem
representar fusdes de cromossomos acrocéntricos e subtelocéntricos observados no
cariotipo de Molossus (Figura4B e C).

Além desses, rearranjos do tipo inversdes pericéntricas parecem

diferenciar os cromossomos das duas espécies (Figura4 C).

1.1.3 P. hasgtatus (Phyllostominae), M. ater € M. molossus (M ol ossidae)

O caidtipo de P. hastatus apresenta 2n = 32 e NF = 58, sendo
condituido de 15 pares de autossomos, 14 deles metacéntricos/submetacéntricos (1 a
14) e um acrocéntrico pequeno (15) com uma constri¢do secundaria no brago curto. O
cromossomo X é um submetacéntrico médio e 0 Y € um acrocéntrico pequeno. As
homologias identificadas entre os autossomos de P. hastatus € Molossus €stéo
ilustradas na Figura 5 e descritas abaixo:

- Os cromossomos submetacéntricos 1, 7, 9 e 11, e 0 cromossomo
acrocéntrico 15 de P. hastatus S80 homdlogos completos, respectivamente, aos

Cromossomos submetacéntricos 1, 2, 4 e 7, e ao acrocéntrico 23 de Molossus;
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- Os cromossomos meta e submetacéntricos 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 e 12
de P. hastatus S0 homdlogos, respectivamente, aos Cromossomos acrocéntricos e
subtelocéntricos 11 (2p) e 9 (2q), 14 (3p) e 3 (30), 8 (4p) e 6 (49), 17 (5p) e 5 (5q), 12
(6p) e 10 (60), 16 (8p) e 13 (8q), 15 (10p) e 18 (10q), e 22 (12p) e 21 (12q) de
Molossus,

- O cromossomo submetacéntrico 13 de P. hastatus € homdlogo ao
Cromossomo acrocéntrico 19 de Mol ossus, 800s umainversio pericéntrica;

- O cromossomo submetacéntrico 14 de P. hastatus € homdlogo ao
cromossomo  subtelocéntrico 20 de Molossus, @0s uma inverséo pericéntrica
proximd,;

Apesar da diferenca no grau de contragdo entre 0s cromossomos das
duas espécies, notase que todos os cromossomos de Molossus podem  ser
reconhecidos no cariétipo de P. hastatuss Estas espécies compartilham cinco
Cromossomos inteiros (cromossomos 1, 7, 9, 11 e 15) representados na Figura5A e,
oito cromossomos de P. hastatus podem representar fusdes de cromossomos
subtel océntricos e acrocéntricos observados no cariétipo de Molossus (Figura s B).

Rearranjos do tipo inversdes pericéntricas também judtifican as

diferencas namorfologia e padrbes de bandas G das duas espécies (Figura 5 C).
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1.14 C. perspicillata (Carallinae), M. ater e M. molossus

A espécie C. perspicillata apresenta 2n = 20 nas fémeas e 21 nos
machos, e NF= 36. Semelhante a0 que ocorre em Artibeus, @ vaiacdo no nimero
dipléide entre machos e fémesas, é devida a0 sstema de determinacdo sexua do tipo
XXIXY,Y,, resltante de uma trandocagdo X/autossomo. A transocagdo
X/autossomo, manifestase como um cromossomo subtelocéntrico grande, com uma
congtricdo secundéria no brago longo. O homaologo livre do autossomo trandocado é
um cromossomo telocéntrico médio designado Y, e o Y;, o verdadeiro Y, é
acrocéntrico pequeno.

Os cromossomos autossomicos conssem em um par  de
submetacéntricos grandes (1), dois pares de subtelocéntricos grandes (2 e 3), dois
pares de submetacéntricos médios (4 e 5) e quatro pares de submetacéntricos e
metacéntricos pequenos (6 a 9). Na Figura 6 esta representado o bandamento G dos
autossomos de C. perspicillata.

A andise comparativa dos padrbes de bandas G ndo detectou
homologias entre os cromossomos de C. perspicillata € Molossus Nenhum grupo de
ligacdo representado pelas bandas G congtantes em diferentes espécies pbde ser

reconhecido.
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Figura 1: Homologias no padréo de bandas G entre 0s autossomos das espécies A,

planirostris (Ap), P. lineatus () €S lilium(S).
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Figura 2. Homologias no padrdo de bandas G entre 0s autossomos das espécies M.

molossus (Mm) e M. ater (Ma).
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Figura 3. Homologias cromossOmicas identificadas  entre A, planirostris
(cromossomos marcados com asterisco) e Molossus. A: Homologias de cronmpssomos
inteiros. B: Homologias de bragos cromossomicos de A, planirostris com
Cromossomos acrocéntricos e subtelocéntricos de Molossus, C: Homologias parciais e
de bragos cromossdmicos de A, planirostris cOM Molossus apds rearranjos do tipo

fusdes, inversdes (inv) e rearranjos ndo determinados (7).
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Figura 4: Homologias cromossdmicas identificadas entre G. soricina (Cromossomos
marcados com agterisco) e Molossus A: Homologias de cromossomos inteiros. B:
Homologias de bracos cromossOmicos de G. soricina COM  CromMOSSOMOS
acrocéntricos e subtelocéntricos de Molossus. C: Homologias parciais e de bragos
cromossdmicos de G. soricina €Om Molossus apds rearranjos do tipo fusdes,

inversdes (inv) e rearranjos ndo determinados (?).



Resultados 54

LN
o B
=

»
. ]

| 22 &
= g
w ER
o Wy
T2
bc
¢ o

Figura 5. Homologias cromossdmicas identificadas entre P. hastatus (Cromossomos
marcados com adterisco) e Molossus A: Homologias de cromossomos inteiros. B:
Homologias de bracos cromossOmicos de P. hastatus COM  CromMOSSOMOS
acrocéntricos e subtelocéntricos de Molossus, C: Homologias de cromossomos de P,

hastatus COM Mol ossus 8P0s rearranjos do tipo inversdes (inv).



g~

iy
-
e B
[ 1
. a
-y
11
k"
=
[ |
-
E ]
I

= il Ba

Figura 6: Caridtipo de C perspicillata com bandamento G.
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1.1.5 Cromossomos Sexuais e Comparacao Geral
Os cromossomos sexuais com os padrfes de bandas G das sete
espécies andisadas estdo ilustrados na Figura 7. A andise comparativa evidencia que:

- Os cromossomos sexuais X e Y variam entre as espécies quanto a
morfologia e no padrdo de bandas G. Nas trés espécies de Stenodermatinae 0s
cromossomos  subtelocéntricos X apresentaramse homologos com 0 mesmo  padrao
de bandas G. O cromossomo Y,, que em A planirostris representa o homologo livre
do autossomo trandocado paa o X, pode s visto também congituindo o
Ccromossomo Y das espécies P, lineatus € S liliumi

- Os cromossomos sexuais de M. ater, M. molossus, G. soricina € P.
hastatus assemehamse morfologicamente, sendo o0 X um  Ccromossomo
submetacéntrico de tamanho médio e 0 Y um acrocéntrico pequeno;

- Apesyr da gmilaridade morfologica, os cromossomos X ndo sio
homaologos em bandas. Apenas os das duas espécies de Mol ossus;

- Os cromossomos X de G. soricina € P. hastatus diferem nos
padrbes de bandas e ndo apresentam homologias com os cromossomos X das outras
Seis espécies,

- O cromossomo X de C. perspicillata € morfologicamente
diferente a0 das outras espécies e ndo apresenta homologias com nenhum  dos
cromossomos X das demais espécies. O cromossomo Y, a semelhanca das espécies A,
planirostris; G. soricina, P. hastatus, M. ater € M. molossus, € um acrocéntrico

pequeno;



Resultados 57

- As homologias entre 0os cromossomos Y ndo puderam ser
reconhecidas pel o pequeno tamanho dos cromossomos.
Uma andise compadtiva gerd, consderando-se os resultados

individuais da andise dos autossomos acrescida da comparacdo dos Cromossomos
sexuas, pemitiu a obtencdo de informagbes relacionadas aos caracteres
cromossomicos das espécies estudadas. Essas informagbes apresentadas nas Tabelas
3 e4 eilustradas na Figura 8 evidenciam que:

- As espécies de Molossus amdisadas compartilham, exceto com C,
perspicillata, dois cromossomos inteiros com todas as outras especies (os relaivos

aos pares submetacéntricos 2 e 4 em Molossus 10 € 11 em A planirostris, S lilium,

P. lineatus € G. soricina €7 €9 em P, hagtatus);

- A espécie G. soricina compartilha 3 cromossomos inteiros com
Molossus € com P. hastatus (0s relativos aos pares meta e submetacéntricos 1, 10, e
11em G. soricina, @ospares 1, 2, 4 em Molossus €aospares 1, 7e9 P. hagatus);

- A epécie P, hagatus compartilha 5 cromossomos inteiros com
Molossus (0s relativos aos pares meta e submetacéntricos 1,7, 9,11, e 0 acrocéntrico
15 em P. hastatus, € aos pares submetacéntricos 1, 2, 4 e 7, e acrocéntrico 23 em
Mol ossus);

- As especies A, planirostris, S. lilium P. lineatus G. soricina € P.
hastatus compartiiham trés cromossomos meta e Submetacéntricos, originados
possvelmente de fusdes de cromossomos acrocéntricos e  submetacéntricos

seme hantes aos encontrados em Molossus: 17/5, 15/18 e 16/13;
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- A planirostris, S lilium P. lineatus € P. hastatus compartilham
um cromossomo submetacéntrico originado possvelmente da fusdo de cromossomos
acrocéntricos semelhantes aos encontrados em Molossus: 11/9 (0 cromossomo 2 nas
quatro espécies);

- A planirostris, S lilium, P. lineatus e G. soricina compartilham
um cromossomo originado possvelmente da fusio de cromossomos semehantes aos
encontrados em Molossus 6/3 (cromossomo 1 em A, planirodris, P. lineatus € S.
lilium € Cromossomo 2 em G, soricina);

- Alguns cromossomos originados possvemente da fusdo de
Cromossomos  acrocéntricos e subtelocéntricos semehantes aos encontrados em
Molossus S20 exclusvos de cada espécier fusdes 10/8inv e 7/23 observadas em A,
planirostris, S lilium P. lineatus (cromossomos 3 e 7), fusbes 14/9 e 19/10
observadas em G. soricina (cromossomos 3 e 6) e as fusdes 14/3, 8/6, 12/10 e 22/21
observadasem P, hastatus (Cromossomos 3, 4, 6 e 12);

- As espécies A, planirostris S lilium P. lineatus G. soricina € P.
hastatus compartiiham um cromossomo originado possvelmente a patir de uma
inversio de um cromossomo semelhante a0 cromossomo 20 encontrado em Mol ossus
(cromossomo 14 nas cinco especies);

- As espécies A, planirogtris S lilium P. lineatus € P. hastatus
compartilham um cromossomo originado possvelmente a partir de uma inversio de
um cromossomo semehante a0 cromossomo 19 encontrado em  Molossus

(cromossomo 13 nas quatro especies).
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E provivd que as regides cromossOmicas e€ou  bragos
cromossomicos para 0s quais ndo foram observadas homologias no caridtipo de
Molossus, estgam rearranjados de tal forma que as diferengas na qualidade dos

padrdes de bandas dos cromossomos das espécies, bem como no grau de condensagéo

dos cromossomos tenha dificultado a andise.

Tabela 3: Cromossomos meta e submetacéntricos com homologias completas entre
Molossus € as espécies de Phyllostomidae andlisadas.

Mol ossus 1 2 4 7 23
A.planirostris

P.lineatus 10 11

Slilium

G. soricina 1 10 11

P. hastatus 1 7 9 11 15

Tabela 4: Padrbes de fusdo e rearranjos propostos para Cromossomos acrocéntricos e
subtel océntricos de M. molossus € M. ater dentro das espécies andisadas,

A.planirostris, P.lineatus e Slilium 6/3, 11/9, 17/5 16/13, 15/1871q, 1p/21,
10/8inv, 7/23, 19 inv, 20 inv

G. soricina 6/3, 14/9, 17/5, 16/13, 15/18, 19/10, 8/7 inv,
212 20inv, 2122
P. hastatus 11/9, 14/3, 8/6, 17/5, 12/10, 16/13, 15/18, 22/21,

19inv, 20inv
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Figura 7. Padréo de bandas G dos cromossomos sexuas das egécies M. ater (Ma),

M. molossus (Mm), A. planirostris (Ap), P. lineatus (Fl), S lilium (S), G. soricina

(Gs), P. hagtatus (Ph) e C. perspicilata (Cp).
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Figura 8 A: Cromossomos inteiros compartilhados entre as espécies estudadas. B:
Cromossomos originados possivelmente de fusdes e de inversdes de Cromossomos
semelhantes aos  encontrados em  Molossus, compartilhados pelas espécies A
planirogtris, P. lineatus € S lilium, G. soricina € P. hastatus. C: Cromossomos
originados possvelmente de fusdes de cromossomos semelhantes aos encontrados em
Molossus, compartilhados pelas espécies A, planirogtris, P. lineatus € S lilium, € G.

soricina (6/3) e entre A, planirogtris, P. lineatus €S lilium, € P. hastatus (11/9).
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1.2 Dashibridizactes gendmicas compar ativas (ZOO-FI SH)

Dez exemplares pertencentes a sete egpécies, A. planirostris (CFC
439 e 484), C. perspicillata (CFC 605), G. soricina (CFC 443), M. ater (CFC 632),
P. lineatus (CFC 376, 614, 626 e 627) e S lilium (CFC 585), tiveran suas
preparagdes  cromossOmicas  submetidas & hibridizacdo com  sondas  gendmicas
preparadas a partir do DNA de trés exemplares representantes de trés epécies A
planirostris (CFC 374), Carollia perspicillata (CFC 433) e M. ater (CFC 632). Os
resultados das hibridizagbes, discriminados pelas egpécies e a sonda  gendmica
empregada em cada preparagdn, edtdo goresentados na Tabela 5 e ilustrados nas

Hguras9a12.
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Tabda 5. Reaultados das hibridizagdes genbmicas discriminados pelas espécies para
& quas foram utilizadas preparagbes cromossOmicas e sondas gendmicas e, pea
Stuacgo experimentd. + = com hibridizaggo, - = sem hibridizago

Sonda Preparacdo Cromossdomica  Resultado Situacéo
experimental
Mol ossus ater A. planirostris (CFC 439) - I
(CFC 288) C. perpicillata (CFC 605) - I
G. soricina (CFC 443) - I
P. lineatus (CFC 376) + I

P. lineatus (CFC 626) - I
P. linetatus (CFC614) - I
S. lilium (CFC 585) - I

A. planirostris C. perpicillata (CFC 605) + I
(CFC 374) M. ater (CFC 632) + i
C. perpicillata M. ater (CFC 632) + Il
(CFC 433) G. soricina (CFC 443) + I
A. planirostris (CFC 484) + I

P. lineatus (CFC 627) + ]

Notase peda Tabda 5, que trés dtuaghes experimentais foram
redizadas. Uma delas (Stuagdo 1) envolveu a utilizagdo da sonda gendmica de M.
ater, uma espécie de Molossdae, aplicada sobre os cromossomos de cinco espécies
de Phyllostomidee (A. planirostris, C. perpicillata, G. soricina, P. lineatus € S.
lilium), em sete hibridizagbes distintas. Na segunda sStuacdo (1), preparacoes

cromossdmicas de quatro espécies de Phyllostomidae (A, planirostris, C. perpicillata,
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G. soricina € P. lineatus) foram hibridizadas com sondas gendmicas provenientes de
duas espécies dessa mesma familia (A. planirogtris € C. perpicillata) € uma terceira
situacdo (I1), onde preparacbes cromossdomicas de M. ater foram hibridizadas com
sondas de duas espécies de Phyllostomidae (A, planirostris € C. perpicillata).-

Observa-se pelos resultados dos experimentos que sete das 13
hibridizagbes efetuadas deram resultados postivos, ou sga, apresentaram sinais de
hibridizacgo. Contudo, a maior parte das hibridizagbes positivas ocorreu nas Stuagdes
[l elll, onde as sondas utilizadas foram obtidas de espécies de Phyllostomidae.

Na dStuacdo |, onde a sonda de M. ater foi aplicada aos
cromossomos das cinco espécies de Phyllostomidade em sete experimentos de
hibridizacdo, apenas um deles, em que a preparacdo cromossomica era de P, |ineatus,
apresentou hibridizacdo (Figura 9). Na andise microscopica efetuada a hibridizacdo
resultou em fluorescéncia sobre bragos cromossdmicos inteiros elou parte ddes,
indicando aparentemente, um ato grau de complementaridede nas seqléncias de
DNA dos cromossomos de P, |ineatus € a sonda utilizada (V. ater). Nos autros sais
experimentos, nenhum sina fluorescente foi observado sobre os cromossomos.

Diferentemente do observado na Stuacdo experimenta |, nas
Stuagoes Il e |1l todos os sais experimentos de hibridizagdo foram positivos para as
sondas utilizadas.

Na stuagdo Il, em que as sondas e as preparacdes cromossomicas
gram das egpécies de Phyllostomidae, da mesma forma que no experimento com

hibridizacdo podtiva da Stuacdo |, foram observados snas fluorescentes a0 longo
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dos bragcos cromossdmicos. Esses sinais apareceram como pontos ou granulagtes
fluorescentes ndo homogeneamente distribuidos a0 longo dos cromossomos (Figuras
10e1l).

Algumas regibes cromossOmicas goresentaram uma maor
concentragdo de granulos fluorescentes, tanto nas metafases hibridizadas com as
sondas de A, planirogtris quanto de C. perspicillata. Porém, a quantidade de granulos
fluorescentes foi maior nas metéfases de P. lineatus hibridizadas com sonda de C.
perspicillata do que nas metafases de A, planirostris € G. soricina hibridizadss com a
mesma sonda. A quantidade de grénulos fluorescentes sobre os cromossomos de C.
perspicillata hibridizados com a sonda de A, planirostris foi semelhante a observada
na Stuacdo inversa Foi possivel verificar, portanto, que C. perpicillata apresenta
complementaridade de seqUéncias com as outras espécies, apesar da auséncia de
homologias de bandas G (Figural0 e 11 A eB).

Na situacdo Ill, em que as preparacbes cromossomicas de M. ater
foram hibridizadas com as duas diferentes sondas de Phyllostomidee, A. planirostris
e C. perspicillata, @ hibridizagio também agpareceu como granulos fluorescentes ao
longo dos cromossomos.

Embora a hibridizacdo com a sonda de A. planirostris (Figura 12 A
e B) tenha sdo maor, a fluorescéncia foi menor quando comparada com C,
perspicillata (Figura 12 C e D). As duas hibridizagbes postivas reforcan a
ocorréncia de complementaridade nas sequéncias de DNA entre Molossidee e

Phyllostomidee.
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Figura 9. Hibridizacdo gendmica comparativa com sonda gendmica de M. ater em

metéfases de P, |ineatus
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Figura 10: Hibridizagdo gendmica comparativa com sonda gendmica de C.
perspicillata. A. e B: em metdfases de A. planirostris. C e D: em metéfases de P.

lineatus.
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Figura 11: Hibridizacdo gendmica comparativa A e B: Sonda gendmica de C,
perspicillata en metdfases de G. soricina. C e D: Sonda de gendmica de A,

planirostris em metafases de C. perspicillata.
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Figura 12: Hibridizacdo genbmica comparativa em metéfases de M. ater. A e B: com

sondagendmicade A, planirostris € C e D: com sondagendmicade C. perspicillata.
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2. ldentificagdo dos Sitios de DNA Telomérico

As hibridizagbes com a sonda de sequéncias teloméricas foram
redizadas em 19 exemplares pertencentes as especies A, planirostris, P. lineatus: S.
lilium, C. perspicillata, G. soricina, M. molossus € M. ater. Contudo, apenas 14
preparagbes goresentaram  hibridizagdo postiva A, planirostris (CFC 374, 423 e
484), P. lineatus (CFC 376, 476 e 626), S lilium (CFC 585), e C. perspicillata (CFC
418, 465, 531 e 605) de Phyllostomidae, M. molossus (CFC 368) e M. ater (CFC 606,

632) dafamiliaMolossdae (Tabela6).



Resultados 71

Tabda 6. Resultados das hibridizacbes com sondas de seqiéncias teloméricas
discriminados pelas egpécies em que asondafoi gplicada + (com hibridizacéo),
- (sem hibridizaco).

Espécie Exemplar Resultado
A. planirostris CFC 374 +
CFC 423 +
CFC 439 -
CFC 482 -
CFC 434 +
P. lineatus CFC 376 +
CFC 442 -
CFC 464 -
CFC 476 +
CFC 626 +
C.perspicillata CFC 418 +
CFC 465 +
CFC 531 +
CFC 605 +
G. soricina CFC 443 -
S. lilium CFC 585 +
M.ater CFC 606 +
CFC 632 +

M. mol ossus CFC 368 +
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2.1 A. planirostris

Na espécie A. planirostris, a hibridizagdo in situ fluorescente
(FISH) permitiu a evidenciagcdo de dnas fluorescentes, com intensidade varidvel nos
telbmeros de praticamente todos os cromossomos (Figura 13). Em  dgumes
met&ases, durante a andise microscopica, foram observados sinas com fraca
fluorescéncia na regido pericentromérica de adguns cromossomos  subtelocéntricos,
provavelmente relativos a0 pares 5 a 7, € no maor pa de Cromossomaos, O
submetacéntrico 1. Contudo, os snais ndo foram suficientes para gparecerem na

documentacgo fotogréfica

2.2 P.lineatus
A andise das hibridizagdes com sonda telomérica nos cromossomaos
de P. lineatus evidenciou apenas marcactes fluorescentes nas regides teloméricas de
ambos os bragos dos cromossomos, praticamente sem nenhuma grande variagdo na
intenddade do gnd (Figura 14). Nenhum dgnd fluorescente foi observado nos
Cromossomos que pudesse ser correlacionado com hibridizacdo pericentromérica ou

intersticid.



Resultados 73

2.3 S lilium
Em S liljum os snas de hibridizacdo com a sonda telomérica
foram observados apenas nos tddmeros de aguns cromossomos. Também foram
observados, em aguns cromossomos, shas fluorescentes fora das regides de
teldmeros, 0s quais N0 puderam ser interpretados como Snas interdiciais, pois néo

apareceram namesma posicao e em ambas as crométides (Figura 15).

2.4 C. perspicillata

A situaggo observada em C. perpicillata foi diferente a das especies
anteriores. Sinais fluorescentes indicativos de hibridizacd com a sonda tdomérica
foram observados em vérias regides cromossOmicas pericentromericas, dém das
regides teloméricas (Figura 16).

As marcagies pericentroméricas foram as mais intensas e, portanto,
facilmente visualizadas nos bragos do maior par de cromossomos, 0 submetacéntrico
1, nos bragos longos dos cromossomos subtelocéntricos 2 e 3 e nos bragos longos
dos cromossomos submetacéntricos 4 e 5. Os cromossomos submetacéntricos e
metacéntricos pequenos (6, 8 e 9) também apresentaram snais  fluorescentes
indicativos de hibridizacdo em regifes pericentroméricas, assm como O pequeno
cromossomo  acrocéntrico Y. O cromossomo X e o terceiro menor par de
cromossomos (7) ndo agpresentaram  marcagbes  fluorescentes nas  regides

pericentroméricas (Figura 16).
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Os dgnas nes regides tdoméricas, diferentemente a0 das
pericentroméricas, apresentaram pouca intensdade de fluorescéncia e, embora néo
visualizados em todos os cromossomos, foram observados nos teldmeros de ambos os
bracos curtos e longos de varios cromossomos (Figura 16).

Nenhuma marcacdo interticia foi observada nos cromossomos de

C. perspicillata.

2.5 M. ater € M. molossus
Nas espécies M. molossus € M. ater & hibridizagdo com a sonda de
sequéncias teloméricas permitiu a visudizacd somente de sinais fluorescentes nos
telbmeros de praicamente todos os cromossomos. Nenhum dgnal interdicid ou
pericentromérico foi observado nos cromossomos submetacéntricos 1, 2, 4 e 7

(Figura 17).
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FHgura 13: Hibridizagdo in situ fluorescente com sonda de seqiiéncias (TTAGGG)n em

metéfases de A. planirostris evidenciando marcagdes em regides teloméricas (setas).
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Figura 14: Hibridizago in situ fluorescente com sonda de seqiiéncias (TTAGGG)n em

metéfases de P. lineatus evidenciando marcactes em regifes teloméricas (setas).
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Figura 15: Hibridizacdo in situ fluorescente com sonda de seqiéncias (TTAGGG)n em

metafases de S. lilium evidenciando marcactes em regides tel oméricas (setas).
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Figura 16: Hibridizacd in stu fluorescente com sonda de DNA teomérico em
metafases de Carollia perspicillata evidenciando marcagOes em regides teloméricas e

pericentromericas dos cromossomos (setas). X = cromossomo X; Y = cromossomo Y.
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Figura 17: Hibridizac0 in situ fluorescente com sonda de DNA telomérico. A: em
met&fase de M.ater € B: em metdfases de M. molossus, evidenciando marcagfes nos

teldmeros (setas).
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V. DISCUSSAO

A familia Phyllostomidae é uma das mais estudadas sob o ponto de
viga biologico. Apesr disso, 0 relacionamento evolutivo intrafamilid é complexo e
ainda néo estd bem compreendido.

As classficagbes mais recentes tém reconhecido sds a sete
subfamiliass para Phyllosomidae. Porém, gpesr de terem Sdo usados varios
conjuntos de caracteres para 0 estabeecimento das propostas de classficagdo, os
diversos autores reconhecem que ha ainda muitos conflitos nas informagdes geradas
pelos diferentes conjuntos de dados considerados. Além disso, ndo se tem
informagbes completas com relacdo a todos os conjuntos de dados, nem no aspecto
quantitativo, isto €, relativo a todos 0s géneros, nem no aspecto quditativo, isto € em
relacdo a0 nivel de resolucdo atingido pelos estudos j& existentes. O que parece ser
consenso nos resulltados dos diferentes estudos € a origem mondfilética da familia
(Baker et al., 1989; Simmons & Geideir, 1998; Wetterer, et al., 2000; Jones et al.,
2002).

A familia Molossdae, diferentemente de Phyllostomidee que
gpresenta uma digtribuicdo limitada as regifes neotropicais, € cosmopalita e também
apresenta problemédtica taxondmica (Simmons, 1998).

Os estudos citogenéticos redlizados em espécies das duas familias
tém propiciado aos diferentes autores fazer propostas sobre a evolugéo cromossdmica

nes familiass. Em Phyllostomidae, os resultados obtidos até o momento sugerem que
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cromossomicamente a condicéo observada em Macrotus OU Phyllostomus  Sg§a a mais
proximaa condicdo primitiva (Patton & Baker, 1978; Baker et al., 1989)

Em Molossdag, as andises citogenéticas baseadas no estudo do
caridtipo convenciona e no padréo de bandas G permitiram a Warner et al. (1974) e
Baker e al. (1982) sugerirem que o caridtipo ancestral para Molossidee eria
semelhante a0 observado em espécies dos géneros Otomops, Platymops, Molossus €
Tadarida (2n = 48 e NF = 54-56), os dois Ultimos presentes no Veho e no Novo
Mundo.

As andlises comparativas dos caridtipos das espécies andisadas no
presente trabaho revelaram informacBes interessantess A combinacdo de téxons
estudada ofereceu a oportunidade de examinar espécies das duas familias que
gpresentam variagdo cromossdmica envolvendo tanto o nimero dipldide, que varia de
2n = 20/21 a 48, como o numero fundamental, que varia de NF = 36 a 64.

Os dados citogenéticos indicaram uma forte relacdo entre as trés
espécies de Stenodermatinae. As andlises dos padrGes de bandas G de A, planirodtris,
P. lineatus € S. lilium demonstraram que ha homologias de bandas entre todos os seus
cromossomos. Baker et al. (1979) também notaram grande smilaridade entre os
padrbes de bandas G de Artibeus € Surnira, sugerindo uma ancestrdidade comum
aos dois géneros, que na classificacdo de Wetterer et al. (2000) foram incluidos em
duas tribos diferentes, a Stenodermatini e a Sturnirini, respectivamente.

A Unica diferenca observada entre as trés espécies refere-se ao

sgema de determinagdo do sexo. Em A, planirostris, 0 X € composto, constituindo-
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s pdo cromossomo X origind e por um autossomo, devido a uma trandocacdo
X/autossomo. O homologo autossomico que fica livre no macho € denominado Y, e o
Y origind é designado Y;. No novo X, parte do brago curto € a por¢céo homdloga ao
Cromossomo Y .

Nas espécies P. lineatus e S lilium, a trandocagdo do autossomo
foi reciproca, ou sga, para 0 cromossomo X e para 0 cromossomo Y. Nestas espécies,
assim como em outras espécies de Stenodermatinae, o sSstema de determinacdo do
sex0 é denominado de “Neo XY” (Tucker, 1986). Apesar dessas diferencas, as
homol ogias entre as porgdes originais do X puderam ser reconhecidas.

Em vista das grandes homologias encontradas nas trés espécies, nas
comparagdes com Molossus fol usado como referéncia o caridtipo de A, planirostris
(2n = 30/31 e NF = 56). A identificacd de homologias de Vvé&ios bracos
cromossomicos e também de cromossomos inteiros de A, planirostris COM Mol ossus
€ sugestiva de uma origem comum as duas familias.

A comparacdo dos caridtipos evidenciou que A, planirostris, P.
lineatus € S lilium apresentam no seu caridtipo, 29 dos 32 bragos cromossdmicos de
Molossus, organizados de forma a permitir verificar que dois cromossomos inteiros e
0s bragos cromossdmicos de oito cromossomos submetacéntricos  gpresentam
homologias com cromossomos acrocéntrico, submetacéntricos e  subtelocéntricos
observados no caridtipo de Molossus Este fato é uma evidéncia da ocorréncia de
eventos do tipo fusdo e/ou fissio Robertsoniana e fusdo em tandem na diferenciacéo

do caridtipo dessas espécies. Além desses rearranjos, nversdes pericéntricas também
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puderam ser identificados diferenciando os cromossomos das duas espécies, tanto no
agpecto da morfologia cromossdmica como no nimero fundamental.

A semdhanca do obsevado com as trés espécies de
Stenodermatinae, 0s caridtipos de G. soricina € Molossus também apresentaram
muitas homologias. Foi verificado que 29 bracos cromossdmicos de Mol ossus podem
ser reconhecidos no caridtipo de G. soricina. Este € Molossus compartilham trés
Cromossomos inteiros, e sete cromossomos meta ou submetacéntricos  gpresentam
bracos cromossdmicos homdlogos a cromossomos acrocéntricos e subtel océntricos
observados no caridtipo de Molossus, evidenciando a ocorréncia de fusdes eou
fissdes na evolucdo de seus caridtipos. As diferencas morfoldgicas observadas em
aguns cromossomos sfo também devidas a eventos do tipo inversdes pericéntricas.

As andises compaativas evidenciadam que as homologias entre
Molossus € as espécies de Phyllostomidee estendemse também a espécie de
Phyllostominae. Todos os cromossomos de Molossus puderam ser reconhecidos no
cariétipo de P. hastatus.

As comparagies entre Molossus € P. hastatus demonstraram que as
espécies compartilham cinco cromossomos inteiros e a semelhangca das observagtes
anteriores, oito cromossomos de P. hastatus poderiam representar fusdes de
cromossomos subtelocéntricos e acrocéntricos observados no cariétipo de Molossus
Além desses eventos, duas inversdes pericéntrices judifican as diferengas na
morfologia, NF e padrGes de bandas G das duas espécies. Eventos como estes tém

sdo consderados os responsdveis pelas variagbes observadas nos caridtipos de
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diferentes espécies de Vespertilionidae (Bickham, 1979; Bickham et al., 1986) e, ao
que parece pelos resultados do presente trabaho, também peas diferencas
cromossomicas interfamilials.

A andie ged condderando os resultados individuas permitiu
verificar que todas as espécies compartilham em maor ou menor grau, homologias
entres.

A. planirogtris, S lilium € P. lineatus apresentam sete Cromossomos
inteiramente homdlogos a outros sete cromossomos de G, soricina. Seis deles estéo
também presentes em P, hastatus € também sfo ses os compartilhados por G.
soricina € P. hastatus G. soricina apresenta um  cromossomo - exclusivo
compartilhado com as trés espécies de Stenodermatinae e P. hastatus apresenta dois.
As homologias compartilhadas entre os Stenodermatinee, G. soricina, Um
Glossophaginae e P, hastatus, um Phyllostominae, reforgam amonofilia da familia

G. soricina € P. hastatus aoresentam um grande ndmero de
homologias cromossOmicas compartilhadas com Macrotus waterhousii, CuUjo
caidtipo tem sdo consgderado como o mais semelhante a condicdo primitiva para
Phyllogomidee (Patton & Baker, 1978; Baker & Bass, 1979). Quatro dos ses
cromossomos  compartilhados pelas espécies de Stenodermatinae, Glossophaginee e
Phyllostominae estdo presentes no caridtipo de Macrotus Sendo mais uma evidéncia
damondfilia paraafamilia

Ao compararmos as espécies de Phyllostomidae com Molossus foi

possivel verificar que a espécie que compartilha um maior nimero de cromossomaos
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com Molossus € P. hastatus. Além disso, no seu caridtipo foi possivel reconhecer
todos os cromossomos de Molossus, 0 que Ndo aconteceu com as outras espécies. Este
fato nos permite supor que a espécie P, hastatus €ta mais relacionada a Mol ossus do
gue as outras espécies,

Em relagdo aos cromossomos sexuas das oito espécies, apesar das
diferencas observadas na morfologia e nos padrfes de bandas G, é bem estabelecido
que os cromossomos X de mamiferos tem um padréo conservativo de genes, que
podem esar organizados de manera diferente nos cromossomos das diferentes
espécies de mamiferos (Chowdhary et al., 1998).

A familia Embdlonuridee tém <Sdo condderada a representante
mais antiga de Microchiroptera e uma possivel ancestrd das familias de morcegos
neotropicais, ou sga, Phyllostomidae, Mormoopidae e Noctilionidae. Entretanto, néo
€ descartada a hipGtese dternativa de que os Paeochiroptera foram a fonte a partir
dos quais varias linhagens de Microchiroptera derivaram independentemente.

Os estudos cromossdmicos envolvendo espécies da familia
Embdlonuridee tém revdado que a familia sofreu grandes mudancas cromossdmicas,
refletidas nos poucos eementos homologos compartilhados entre os diferentes
géreros (Hood & Baker, 1986). Este fato contraria o que tem sdo fregUentemente
observado em outras familias, caracterizadas por um  conservacionismo

cromossomico.
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As comparacles dos padrbes de bandas G de embaonurideos com
padrdes condderados primitivos para Phyllosomidee e Rhinopomatidae néo
detectaram similaridades nos padres cromossomicos (Hood & Baker, 1986).

Em nosso estudo foi possive verificae que os Phyllostomidae
gpresentam grandes similaridades cromossdmicas com os Molossdae, também uma
familia com origem provavd no Velho Mundo. Estes fatos sugerem uma relacdo de
proximidade entre essas familiass, ou sga  cromossomicamente a  familia
Phyllostomidae estd mai's préxima de Molossidae do que a Embalonuridae.

Um aspecto importante na abordagem evolutiva dos taxons sob o
ponto de vista filogenético, € a determinacéo do estado do cardter que esta sendo
avdiado. Em filogendtica a identificagdo de um cader como primitivo
(plesomorfico) ou derivado (gpomorfico) € fundamentad (Hennig, 1966 in Baker &
Bass, 1979), e define a posicdo filogenética no relacionamento entre 0s organismos
que estéo sendo avaiados.

Os primeiros registros fossals para as trés familias que podem ter
ddo possives ancestras paa os Phyllosomidae, ou sga Embalonuridae,
Vespertilionidae e Molossidae, datam do Eoceno (55 milhGes de anos) na Europa.
Porém, nas Améicas, os registros datam do Mioceno (23 milhBes de anos) para
Vepertilionidae, Plesoceno (um milhdo) para Embalonuridee e Oligoceno (35
milhdes de anos) paa Molossdae. Portanto, com base nos registros fossals,
Molossdae pode ter sido a primeira a acancar as Américas e, a patir desta, as

egpécies neotropicais radiaramse  adaptativamente.  Para os  Phyllostomidae, os



Discussao 88

primeiros registros datam do Mioceno na América do Norte e Pleistoceno na América
do Sul.

Com este pensamento e, com base nos resultados obtidos, podemos
sugerir que os cromossomos de Phyllostomidae podem ter tido sua origem a partir de
rearran;jos ocorridos em um cari6tipo ancestral semelhante ao cariétipo de Mol ossus.

A. planirostris, P. lineatus € S lilium compartilhaiam com
Molossus duas caracteristicas smplesomorficas representadas pelos cromossomos
inteiros compartilhados entre as espécies, enquanto que G. soricina compartilharia
trés e P, hastatus Cinco, reforgando a proximidade entre P, hastatus € Mol ossus.

Os demais cromossomos das espécies de A, planirostris, S lilium,
P. lineatus, G. soricina € P. hastatus, apesar de apresentarem homologias com
Cromossomos e segmentos cromossomicos de Molossus aparecem rearranjados em
decorréncia dos diferentes eventos de fusdes e inversdes ocorridos na evolugdo dos
caridtipos. Esses rearranjos seriam, entdo, os responsavels pelas gpomorfias nos
caridtipos dos Phyllostomidade. Desta forma, o0s rearranjos compartilhados pelas
CiNco espécies representariam as singpomorfias.

Os rearranjos nao compartilhados e exclusvos de cada espécie
representariam as autapomorfias. A. planirostris, P. lineatus € S lilium com cinco, G.
soricina Com sete e P, hastatus Com quatro.

Apesar do maior nimero de autgpomorfias ter sdo observado em
G. soricina, @ especies A, planirostris, P. lineatus € S lilium foram as espécies que

gpresentaram 0 menor nUmero de smplesomorfias, compartilhando praticamente o
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mesmo nimero de sngpomorfiascom G, soricina € P. hastatus O esperado seria que
edlas fossem as mas autapomorficas. Cabe agui destacar que nem todos os
cromossomos ou bracos cromossdmicos de Molossus foram reconhecidos nos
caridtipos de A. planirostris, P. lineatus € S lilium Além disso, A planirostris, P.
lineatus, S lilium apresentam nimero dipléide menor (2n = 30/31) que os das outras
duas espécies (2n = 32) e, a excegdo de P. hagtatus, houveram rearranjos néo
determinados nos cariotipos de A, planirogtris, P. lineaus €S lilium € G. soricina.

Edtes fatos evidenciam que mais estudos s30 ainda necessiios para
melhor definir o relacionamento entre as espécies de Phyllostomidae. Apesar disso,
0s dados cromossdmicos obtidos parecem justificar a incluso das cinco espécies em
subfamilias diferentes de Phyllostomidae.

Intrigante € a Stuagio observada em C. perspicillata, que foi
excluida de toda a discussio anterior. Isto ocorreu devido a dificuldade em inclui-la
nos aspectos abordados e discutidos anteriormente. Como vimos  nenhuma
homologia foi identificada entre os cromossomos de C. perspicillata € 0s das demais
espécies, evidenciando que os rearranjos ocorridos ao longo da evolugdo do caridtipo
da espécie seguiram caminhos diferentes a0 das outras espécies de filostomideos
andisadas.

A Unica dmilaidade obsaveda refeese a0 Sstema de
determinacdo de sexo que, assm como em A, planirogtris, S lilium € P. lineatus, €m
C. perspicillata também € do tipo XYY, devido a uma trandocacéo X-autossomo.

Contudo, o X origind difere morfologicamente e também no padréo de bandas G dos
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cromossomos X das outras espécies. O X origind (anterior a trandocagdo) em A,
planirostris, P. lineatus € S lilum €ra subtelocéntrico médio em relagdo aos demais
cromossomos do caridtipo, enquanto que em C. perspicillata, €ra representado por
um cromossomos submetacéntrico médio.

Em stuagbes como a observada em C. perspicillata, outras
metodologias de estudo citogenético como a hibridizacdo gendmica comparaiva ou
ZOO0-FISH tém sido importantes na determinacdo de homologias interespecificas.

A hibridizacBo genOmica comparativa vem sendo utilizada em
estudos inter e intrafamilias, muitas vezes em complementacdo aos estudos obtidos
através do bandamento G.

Volleh e al. (1999), baseados em edudos de hibridizacdo
genbmica comparativa com sondas humanas cromossomo-especificas  sugeriram
dteragbes na filogenia da familia Phyllogomidee. Seus resultados colocaram em
divida a condicdo ancestra para a familia, atribuida a0 género Macrotus, sugerindo
gue G. soricina pudesse representar a condi¢do ancestral.

Mais recentemente, Volleth et al. (2002) também através do ZOO-
FISH com sondas de cromossomos humanos, puderam verificar que 25 unidades
conservadas evolutivamente estdo presentes em cromossomos de espécies de Micro e
Megachiroptera, sendo que 10 delas puderam ser reconhecidas pelos bandamento G
em andises compardivas.

No presente trabaho foram redizadas 13 hibridizagbes gendmicas.

Contudo, diferente dos estudos de Volleth et al. (1999, 2002), as sondas utilizadas
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foram sondas genbmicas preparadas a patir de DNA de dgumas das espécies
analisadas.

Grande smilaridade entre 0 DNA das espécies das duas familias
pode ser verificada, reforcando os resultados obtidos com os estudos de bandas G. Foi
possivel verificar que as hibridizagbes que tiveram um maior sucesso foram aquelas
em que a sonda utilizada era de espécies de Phyllostomidae. Este fato provavemente
ocorreu em virtude de problemas no processo de hibridizacdo com a sonda de M.
ater, pois dos sete experimentos em que a sonda foi gplicada, um deles apresentou
resultado positivo.

Nas hibridizagbes onde a sonda de C. perspicillata foi aplicada aos
cromossomos de A, planirostris, G. soricina © M. ater, ficou demonstrado que
embora néo tenha sido possivel a identificacdo de homologias entre C. perspicillata €
as demais espécies pelo bandamento G, existe uma grande quantidede de sequiéncias
de DNA homoélogas entre C. perspicillata € as outras especies de Phyllostomidae,
assm como com Mol ossus.

As diferencas na quantidade de gréanulos fluorescentes sobre os
cromossomos de P. lineatus, G. soricina € A. planirostris hibridizados com a sonda
de C. perspicillata, nd podem ser interpretados como sendo devidas a uma maior
homologia entre as seqiiéncias ce DNA de P, |ineatus € C. perspicillata, pois ndo €
possive excluir as variagbes nos procedimentos técnicos que poderiam também

refletir no snd fluorescente.
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A hibridizacdo gendmica com 0 uso de sondas obtidas a partir de
DNA totd como a redizada neste trabalho, ndo possibilita a obtencdo de dados
precisos como os obtidos através da hibridizagdo com sonda de cromossomos
individuais. No entanto, fornece uma informacdo adiciond, gpesar de grossra,
acerca do relacionamento entre as diferentes espécies estudadas.

Edudo semdhante foi feto por Svatman & Vianna-Morgante
(1999). Em complementacd0 aos resultados obtidos aravés do bandamento G, as
autoras puderam verificar, aravés da hibridizacdo genbmica em sete espécies de
marsupias da familia Didephidae, que h4 um extensvo conservacionismo gendmico
entre 0s autossomos das espécies e que a heterocromatina condtitutiva € bastante
varidve na sua compos ¢éo.

Um outro procedimento de hibridizacdo que tem Sdo muito
importante na complementacdo dos resultados obtidos nos estudos dos cromossomos
com técnicas convencionais é a hibridizacdo in gtu fluorescente usando sondas de
sequéncias  repetitivas de DNA  tdoméico. Os vaios estudos tém fornecido
informagdes interessantes sobre a locadizacdo desses sitios de DNA nos cromossomaos
de vaias espécies animas, dém de confirmar possiveis rearranjos envolvidos na
diferenciacéo das espécies.

A andise da hibridizacdo com a sonda tdomérica nas egpécies do
presente trabadho permitiu verificar que, a semehanca do obsarvado na literatura, os

stios de DNA tdomérico etdo presetes nas regifes dos tddmeros dos
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cromossomos, dém de ocorrerem também em regifes interdticias € em adgumas
epEcies, gpareceram associados a heterocromeatina conditutiva,

As sis espécies andisadas, A. planirostris, S lilium, P. lineatus, C.
perspicillata, M. ater e M. molossus, gpresentaram marcagdbes nos teldmeros dos
Cromosomos, com pouca ou nenhuma vaiacdo na intenddade dos dnas Edes
resultados eram 0s eperados, uma vez que os tddmeros sfo condituidos pdo DNA
telomérico, um tipo especid de DNA que consste de sequiéncias repetidas em tandem
(TTAGGG)Nn (Moyzis et al., 1988; Beissmann & Masson, 1994).

Os cromossomos subtelocéntricos das epécies A. planirogtris, P.
lineatus, S lilium e C. perspicillata goresentam heterocromatina conditutiva nos
tdomeros (VadlaGacia et al., 1989). Nestes cromossomos os Sitios de DNA
tdomérico foram coincidentes com regides de heterocromatina conditutivas A
associacdo entre as seqUéncias tdomeéricas e heterocromdina conditutiva tem ddo
observada nos cromossomos de varias espécies de vertebrados (Meyne et al., 1990;
Vermeesch et al., 1996, Ono & Yoshida, 1997; Pagnozzi et al., 2000). Embora esta
associacdo ndo edga exlarecida, ha sugetdes de que da podeia indicar que a
sequéncia (TTAGGG)n € um componente do DNA sadlite (Metcdfe et al., 1998).

O genoma da maoria dos eucaiotos contém véias familias de
sgiéncias de DNA repetitivo (satdlite), muitas com repeticdes em tandem,
locdizadas proximas aos centrdmeros ou tddmeros, e menos freqlientemente em

regides interticiais dos bragos cromossdmicos (Garrido-Ramos et al., 1998).



Discussao 94

As regides de heterocromatina conditutiva condituem Stios onde
dgumas familiss de DNA dtamente repetitivos estéo locdizadas. A vaiacdo na
composicio das fragdes do DNA sadlite explicaria o fato de que nem todas as regifes
de heterocrométicas hibridizan com a sonda tdomérica, a exemplo das regifes
pericentroméricas heterocrométicas de cromossomos de A.  planirogtris, P. lineatus,
S lilium e Molossus.

Apesy da andie dos padroes de bandas G indicar que adguns
cromossomos meta e submetacéntricos de A, planirogtris, P. lineatus, S lilium
urgiram, goarentemente, da fusfo de Ccromossomos que supostamente possam ser
congderados primitivos para a familia nenhuma macacdo interdticid foi obsarvada
NOS CromossOmos dessas expecies Oou Nos  cromossomos  submetacéntricos  das
espécies de Mol ossus andisadas.

Ha na literatura varios trabdhos relaando a presenca de stios
tedloméricos pericentroméricos em cromossomos  originados por  fuses Robertsonias,
Fagundes & Yonenaga-Yassuda (1998), edtudando duas espécies de  roedores,
veificalam a manutencdo de segiiéncias tdoméricas interdicias em um evento de
fusfo céntrica recente, colocalizades com blocos de heterocrométina conditutiva. Os
resultados permitiram & astoras sugeir que a amplificacd das  seqUéncias
(TTAGGG)n etad rdacionada com a amplificagdo de regies de heterocromatina
condiitutiva

Recentemente, Cadtiglia et al. (2002) também verificaram que os

Ccromossomos metacéntricos Robertsonianos de Mus musculus € Mus muscul oides
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gpresentam sitios de DNA tdomérico interdticials ndo associados a heterocromatina
condtitutiva, indicando que estas sequUéncias podem representar teldmeros retidos na
fusio Robertsoniana.

A ausincia de stios fluorescentes em regifes pericentroméricas e
interdicias ndo excdui a ocorréncia de fusbes cromossdmicas ha origem dos
cromossomos metalsubmetacéntricos. Ha andlises de hibridizacdo in situ fluorescente
nos caidtipos de vérias egpécies animas em que sbidamente 0s cromossomos S0
originedos de fusfo, onde nenhum dtio interdicdd foi observado nos dtios de fusio
(Meyne et al,, 1990; Nanda et al., 1995; Vermeesch et al., 1996, Slva & Yonenaga-
Yasuda, 1998). Como vimos na Introducdo, isto pode ser devido a perda das
segliéncias  tdoméricas dos cromossomos ates do evento de fusbo  (Slijepeevic,
1999).

Também tem ddo sugerido que os teddmeros inicidmente retidos
durante os processos de fusdo podem ser perdidos subseqlientemente através de novos
rearranjos (Meyne et al. 1990). Ambas as interpretagdes podem servir para explicar a
auséncia de sitios intergticiais nos cromossomos submetacéntricos das espécies de
Stenoderméatinae € Mol ossus.

Diferente do observado nas outras espécies andisadas, em C.
perspicillata 0s sitios de hibridizagdo com as segiiéncias telomeéricas ocorreram aém
dos telbmeros dos cromossomos, nas regifes pericentromeéricas da maioria dos
cromossomos. Os cromossomos de C. perspicillata Sao caracterizados pela presenca

de grandes blocos de heterocromatina condtitutiva pericentromeéricos e terminais, de
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ta forma que a coincidéncia entre sitios de DNA tdomérico e as regifes de
heterocromatina foi muito evidente. Apenas a regido pericentromérica do X néo
mostrou fluorescéncia gpos a hibridizacéo.

A locdizacdo intracromossOmica das sequéncias telomeéricas tem
sdo relatada em varias espécies. Porém, a origem e o0 papd das seqléncias
teloméricas em sitios ndo teloméricos ndo estd ainda esclarecida Sitios teloméricos
intergiciais tém ddo interpretados como sendo remanescentes de telémeros
verdadeiros, resultantes de rearranjos cromossOmicos como  inversdes e fusdes
céntricas ou em tandem (L€e et al., 1993; Pelegrino et al., 1996; Vermeesch et al.,
1996).

Ha também sugestdes que eles podem ter sido gerados por
mecanismos tas como mutagdes, crossing-over desigua, transposicédo  ou
amplificacdo de sequéncias de DNA (TTAGGG)n enddgenas, ou pelos mecanismos
de reparo em quebras ocorridas na linhagem germindiva durante a evolugdo
(Vermeesth et al, 1996, Garagna et al., 1997, Sharma & Sharma, 1998; Azzdin et
al., 2001; Faravelli et al., 2002).

A fdta de homologias no padréo de bandas G entre C. perspicillata
e as demas espécies estudadas indica a grande complexidade na formacdo desde
caridtipo. Esta espécie gpresenta um dos menores nimeros dipldides entre as espécies
de Phyllostomidee e foi a Unica em que uma grande quantidade de DNA telomérico

intersticid  pode s visudizado. Portanto, quaquer uma das interpretacOes
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goresentada para a presenca dos sitios intersticiails pode ser aplicada a C.
perspicillata-

Meyne et al. (1990), apds andisar a locdizacdo dos sitios de DNA
tedlomérico em muitas espécies de vertebrados, sugeriram que a presenca de Sitios
teloméricos ndo terminais podem estar relacionados a0 “edtatus’ evolutivo da especie.
Segundo ©0s autores, as espécies mas primitivas apresentariam  gpenas  Sitios
terminais, enquanto que as espécies evoluidas e dtamente diferenciadas teriam sitios
tedloméricos e ndo tdoméricos. Os resultados do presente trabalho em rdacdo a C.
perspicillatasuportam essa idéa Assm, C. perspicillata Seria, entre as espécies
andisadas, amais derivada

Os dados citogenéticos apresentados neste trabaho, aém de
contribuirem para a caracterizacdo cromossdmica de diferentes espécies de
Chiroptera, evidenciam que entre 0S mecaniSMOS CromossOMicos que participam da
evolucdo dos caridtipos de morcegos, 0s eventos Robertsonianos e pequenas
inversdes foram os mais freqlentes. Contudo, ha taxons de Chiroptera, como o de C.
perspicillata, onde os eventos ocorridos na formagd do caridtipo ndo poderiam ser
smplesmente explicados por fusdes e inversdes. Rearanjos mas complexos
envolvendo as seqiéncias eucrométicas e heterocrométicas, assm como seqliéncias
teloméricas, devem ter ocorrido na evolucao daquele caridtipo.

E possivel destacar também, pelos resultados do presente trabalho,

que as familiass Phyllotomidee e Molossdee es@0 intimamente relacionadas
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cromossomicamente, 0 que evidencia que das estd muito proximas quanto a sua

origem.
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VII.RESUMO

Para verificar a ocorréncia de homologias cromossdmicas entre espécies
de Molossidae e Phyllostomidae (Chiroptera), foram redlizadas andises compardtivas do
bandamento G e, hibridizacdo in situ fluorescente gendmica e telomérica nas especies
Carollia perspicillata (Carolliineg), Glossophaga soricina (Glossophaginee), P.
hastatus (Phyllostominae), Surnira lilium, Platyrrhinus lineatus e Artibeus planirostris
(Stenodermatinae) de Phyllostomidae e, Molossus ater e Molossus molossus
(Molossinae) de Molossidae.

As andlises do bandamento G evidenciaram que, a excecéo de C.
perspicillata, todas as demas espécies de Phyllostomidae compartilham homologias
cromossdmicas com as especies de Molossidae.

As espécies A. planirostris, P. lineatus e S lilium apresentam 29 dos
32 bracos cromossdmicos de Molossus. Estas espécies compartilham dois cromossomos
inteiros e os bragos de oito cromossomos meta ou submetacéntricos destas espécies de
Stenodermatinee  gpresentam homologias com  cromossomos — acrocéntricos e
subtel océntricos de Molossus G. soricina também gpresenta 29 bragcos cromossdmicos
de Molossus, sendo que trés cromossomos inteiros séo compartilhados e os bragos de sete
cromossomos de G. soricina apresentam homologias com cromossomos acrocéntricos e
subtelocéntricos de Molossus. Todos o0s bragos cromossdmicos de P. hastatus

gpresentaram homologias com os cromossomos de Molossus. P. hastatus e Molossus
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compartilham cinco cromossomos inteiros e os bragos de oito cromossomos de P.
hastatus gpresentam homologias com 0s cromossomas acrocéntricos e subtel océntricos de
Molossus. Egtes resultados parecem sugerir uma proximidade maior das espécies de
Molossidae com P. hastatus (Phyllostominae).

Além de rearranjos do tipo fusies e inversies pericéntricas, outros
rearranjos cromossomicos ndo determinados judtificam as diferencas entre os caridtipos
das espécies de Phyllostomidae e Mol ossidae comparadas.

As hibridizagbes gendmicas comparativas com sonda  Molossus
aplicada aos cromossomos das espécies de Phyllostomidae, e sondas de Phyllostomidae
aplicadas aos cromossomos de Molossus e de espéecies desta mesma familia, porém de
subfamilia diferente, revelaram a grande similaridade entre as sequéncias de DNA das duas
familias, dém de reforcar as homologias identificadas pelo bandamento G. Nas
hibridizagbes envolvendo sonda de DNA de C. perspicillata, ficou demonstrado que,
embora nenhuma homologia de bandas tenha sido detectada entre os cromossomos de C.
perspicillata e os das demais epécies, existe homologias nas seqliéncias de DNA  entre
C. perspicillata e as outras espécies analisadas.

As hibridizagBes in situ com sonda de tdoméica revelou que as
espécies A. planirostris, P. lineatus, S lilium e C. perspicillata apresentam sitios de
DNA tdoméico nos teddmeros dos cromossomos, aguns coincidindo com a

heterocromatina conditutiva € RONs. Apenas C. perspicillata agoresentou snas
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fluorescentes em regides pericéntroméricas dos cromossomos, também coincidentes com
heterocromatina congtitutiva.

Estes resultados sugerem a perda de DNA telomérico nos eventos de
fusdo ocorridos na origem dos cromossomos metalsubmetacentricos de A. planirostris, P.
lineatus e S lilium. Em C. perspicillata sfo indicativos da ocorréncia de extensos
rearranjos cromossomicos na evolucgdo do cariotipo.

Congderando que Molossdae é uma familia que ocorre no Veho e
Novo Mundo e uma das candidatas a possivel ancestral dos morcegos neotropicas, €
possivel sugerir que os cromossomos de Phyllostomidae podem ter sido originados de um
caidtipo semehante a0 observado Molossus através de rearranjos do tipo fusdes e

inversdes pericéntricas.

Pdawras chave Citogenética, Hibridizacdo in situ fluorescente, Molossidae,

Phyllostomidae, Chiroptera
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VIII. ABSTRACT

To verify the ocaurrence of chromosome homol ogies between species of
Molossdae and Phyllostomidae (Chiroptera), comparative andyss of the G banding and,
genomic and telomeric fluorescence in situ hibridization were accomplished in the species
Carollia perspicillata (Cardlliinee), Glossophaga soricina (Glossophaginae),
Phyllostomus hastatus (Phyllostominag), Surnira lilium, Platyrrhinus lineatus and
Artibeus planirostris (Stenodermatinee) of Phyllostomidae and, Molossus ater and
Mol ossus molossus (Molossinae) of Molossdae.

The analysis of the G-banding evidenced that except C. perspicillatadl
the other species of Phyllostomidae share chromosome homologies with the species of
Molossidee.

The species A. planirostris, P. lineatus and S lilium present 29 of the
32 chromosome ams of Molossus. These species share two whole chromosomes and the
arms of eight meta or submetacentric chromosomes of these species of Stenodermatinae
present homologies with acrocentric and subtelocentric chromosomes of Molossus. G.
soricina adso presents 29 chromosome arms  of Molossus in a way that three whole
chromosomes are shared and the arms of seven chromosomes of G. soricina present
homologies with acrocentric and subtelocentric chromosomes of Molossus. All of the

chromosome ams of P. hastatus presented homologies with the chromosomes of
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Molossus. P. hastatus and Molossus share five whole chromosomes and the arms of eight
chromosomes of P. hastatus present homologies with the acrocentrics and subtelocentrics
chromosomes of Molossus. These results seem to suggest alarger proximity of the species
of Molossdae with P. hastatus (Phyllostominge).

Besides rearrangements like fusons and pericentric inversions, other not
determined chomosome rearrangements justify the differences between the karyotype of the
compared species of Phyllostomidae and Molossidae.

The comparative genomic hybridizations with Molossus probe applied to
the chromosomes of the species of Phyllostomidae, and Phyllostomidae probes applied to
the chromosomes of Molossus and of species of this same family, however of a different
subfamily, have reveded the great amilarity between the sequences of DNA of the two
families, besides reinforcing the homologies identified by the G banding. In the hibridizations
invalving C. perspicillata DNA probe, it was demonstrated that, athough no homology of
bands has been detected between the chromosomes of C. perspicillata and the ones of the
other species, there are homologies in the sequences of DNA between C. perspicillata and
the other species anayzed.

The in situ hibridization with telomeric probe reveded that the species
A. planirostris, P. lineatus, S lilium and C. perpicillata present Stes of telomeric DNA

in the telomeres of the chromosomes, some coinciding with the congtitutive heterocromatin
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and RONs. Only C. perspicillata presented fluorescent signs in pericentromeric aress of
the chromasomes, aso coincident with congtitutive heterocromatin.

These results suggest the loss of tedlomeric DNA in the fusions events
occured in the origin of the metalsubmetacentric chromosomes of A. planirostris, P.
lineatusand S. lilium. In C. perspicillata they areindicative of the occurrence of extensve
chromosome rearrangements in the evolution of the karyotype.

Consdering that Molossdae is a family that occur origin in the Old and
New World and one of candidates to possible ancestor of neotropica bats, it is possble to
suggest that the chromosomes of Phyllostomidae may have been originated in a karyotype
amilar to the observed Molossus through rearrangements like fusons and pericentric

inversons.

Keywords. cytogenetic, fluorescence in situ hybridization, Molossdae, Phyllostomidae,

Chiroptera.
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