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|. INTRODUCAO

1. ORDEM CHIROPTERA

Os morcegos congtituem a segunda maior ordem de mamiferos,
a ordem Chiroptera, que apresenta cerca de 1000 espécies amplamente
digribuidas, ocorrendo em regifes tropicas e temperadas com excecdo de
adgumas ilhas ocenicas remotas e Antatica (KOOPMAN, 1970; NOWAK, 1999).
Devido a caracteridticas particulares das espécies a ordem esta subdividida em
duas subordens (Megachiroptera e Microchiroptera) e 17 familias. A subordem
Megachiroptera possui apenas a familia Pteropodidae, com 42 géneros e cerca de
166 espécies digtribuidas nas regides tropicais e subtropicais do Velho Mundo, da
Africa aé Austrdia, Samoa e llhas Carolinas (KOOPMAN, 1993). Os
representantes dessa subordem condituem as maores formas de morcegos,
podendo acancar até 1,70 m de envergadura (NOWAK, 1999).

As dezeseis familiss redantes condituem a subordem
Microchiroptera, com uma distribuicdo quase mundia, exceto nas regides polares
e ilhas muito afastadas dos continentes. Nas Américas ha registros da ocorréncia
de nove familias Embdlonuridee, Furipteridee, Molossdae, Mormoopidae,
Natdidae, Noctilionidae, Phyllostomidae, Thyropteridae e Vespertilionidae, todas
com representantes no Brasl, as quais podem ser identificadas com relativa
facilidade, com base em caracteristicas morfolégicas externas (TADDEI, 1983;
1996).

Os morcegos s80 0s Unicos mamiferos que compartilham com os

passaros e, possvelmente, com 0s répteis Pterossauros extintos, a habilidade
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Unica de sustentar 0 voo. Esta importante caracteristica permitiu a exploracéo do
meio aéreo, onde o NUmero de predadores e competidores € relativamente menor,
0 que Ihes possibilitou utilizar diferentes tipos de dimentos e abrigos.

Entre os mamiferos, representam o grupo mais versail quanto
aos hébitos dimentares, podendo utilizar uma grande variedade de tipos de
dimentos, como frutos, néctar, pdlen, pates florais, folhas, insetos, outros
artropodes, pequenos peixes, anfibios, passaros, pequenos mamiferos e sangue.

Em decorréncia de seus habitos, os morcegos desempenham um
importante papel no controle de insetos, na polinizacdo e na disperséo de sementes
de numerosas espécies vegetais. No entanto, podem ser reservatdrios naturais de
agentes infecciosos, como O virus da rava paditica (Lyssavirus spp), € o
protozo&io Trypanosoma cruzi (doenca de Chages) e, as vezes, seus abrigos
naturais proporcionam condigdes favoraveis a proliferacdo de fungos patogénicos,
como o Histoplasma capsulatum, causador da histoplasmose.

A importancia desses animais do ponto de vista ecoldgico,
econdmico e médico-sanitario, diada a0 conjunto de caracteristicas peculiares que
goresentam,  tornaram  este  grupo  intensamente  investigado  sob - enfoques
morfolégicos, fisoldgicos, ecoldgicos e sstematicos. Neste Ultimo aspecto, por
exemplo, ha problemas taxondmicos ndo resolvidos e as relagbes filogenéticas
propostas para as espécies, 0s géneros, as familias e as subordens incluem
hipoteses ndo confirmadas.

Os poucos registros fossels atribuidos a essa ordem de

mamiferos sdo provenientes de sedimentos do Eoceno da Europa e da América do
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Norte (JONES & GENOWAYS, 1970), datados de, aproximadamente, cinqienta
milhBes de anos. Por esta razdo, os estudos referentes a evolugdo destes animais
ttm ddo feitos a partir da infeéncia do seu passado histérico, baseada
principamente em caracteristicas morfol égicas das espécies viventes.

Exise um consenso na hipbtese de que a maoria dos
microquiropteros tenham se originado no Veho Mundo. Esta hipotese é suportada
pela ocorréncia de representantes das familiass Embalonuridae, Rhinolophidae,
Megadermatidae, Vespertilionidee e Molossdae em depdsitos da Europa no
Terciadio médio. Edas familias radiaramse adaptativamente e  ocorrem
audmente em toda regido zoogeografica do Veho Mundo, sendo que
Embalonuridee, Vespertilionidee e Molossdae, dcancaram também o Novo
Mundo, porém, os Embalonuridee ficaram redtritos as regifes Neotropicais
(SMITH, 1976).

Apesar dos inimeros questionamentos e hipdteses sobre a
origem e evolugdo dos quirdpteros, um ancestrad embaonurdideo tem sido
proposto para a posicdo basd de Microchiroptera. Esta hipGtese € baseada
principdmente na gparente antiglidade do grupo antes que em quaquer conjunto
de caracteridticas primitivas (SMITH, 1976).

Uma variedade de dados tém sido andisados para determinar o
rdlacionamento das familias de Microchiroptera e, a partir dees, dgumas
hipoteses fil ogenéticas tém sido propostas.

SMITH (1976), revendo a higtéria da classficagdo dos

quirépteros, apresentou a primera hipotese filogenética do relacionamento
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evolutivo para morcegos (Figura 1). Em sua proposta, o autor indica dois clados
dentro de Microchiroptera: Yinochiroptera, condituido pelos Embalonuroidea
(Embalonuridee + Rhinopomatidae + Craseonycteridae) e Rhinolophoidea
(Nycteridee + Megadermatidee + Rhinolophidee + Hipposideridae), e
Yangochiroptera condituido pelos Noctilionoidea (=  Phyllostomoides,
Noctilionidee + Mormoopidee + Phyllosomidae) e  Vespertilionoidea
(Mystecinidee + Molossdae + Myzopodidae + Thyropteridae + Furipteridae +
Natadidae + Vespertilionidag).

Ao longo de duas décadas, foram vaias as propostas
filogenéticas, contudo, havia incongruéncias. Recentemente, SIMMONS (1998) e
SIMMONS e GEILSER (1998), a partir da reunido e andise filogenética de dados
morfolégicos, citogenéticos e moleculares obtidos por diferentes  autores
(VANVALEN, 1979; NOVACEK, 1991; VOLLETH & HELLER, 1994a) propuseram
uma avore representativa da histéria dos microquirépteros (Figura 2). Nesta
proposta o subclado Yangochiroptera é apresentado como mondfilético e
Yinochiroptera como parafiléico, devido a posicdo de Embalonuridae no ramo
basa em Microchiroptera.

A reacdo de proximidade dos membros de Vespertilionoidea
ndo esta clara. Apesar de Vespertilionidae ser tratada como um clado por muitos
autores (SMITH, 1976; VAN VALEN, 1979; NOVACEK, 1991), a presenca deste
grupo nas freqlentes discussies taxondmicas indica que seu parentesco ndo esta

bem resolvido, necessitando de maiores esclarecimentos.
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Figura 1: Hipdtese Filogenética apresentada por SMITH (1976).
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Figura 2. Hipdtese Filogenética proposta
SIMMONS & GEILSER (1998).
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2. FAMILIA VESPERTILIONIDAE

A familia Vespetilionidee é verdadeiramente cosmopolita,
ocorrendo em todos os continentes, com adgumas espécies atingindo as zonas
temperadas frias e muitas ilhas ocefnicas, tais como, Bermudas, Gapagos e
Hawa (KooPMAN 1970). Trata-se da maior familia de Chiroptera, representando
um terco das espécies atuais de morcegos KOOPMAN, 1993). Condtitui um grupo
bastante diversificado, para o qual sdo reconhecidos 42 géneros e cerca de 355
espécies, das quais 74 ocorrem nas Americas e, dessas, 19 podem ser encontradas
no Brasl (TADDEI, 1996). Os primeiros registros fossels de morcegos da familia
Vespertilionidee datam do Eoceno médio na Europa. Na Améica do Norte o
registro mais recente desta familia € do Oligoceno médio e na india Ocidentd,
Américado Sul e Austrdia datam do Pleistoceno (K OOPMAN, 1984).

Os vespetilionideos podem ser facilmente reconhecidos pela
presenca de uma cauda longa contida em toda a extensio da membrana
interfemural. Sua coloracdo é bagtante variavel, mas as espécies dos géneros
Myotis, Histiotus e Eptesicus, em gerd, S0 negras ou agpresentam vaias
tondidades de marrom. O comprimento do antebraco, medida tomada do cotovelo
até a extremidade proxima dos metacarpos, varia de 27 mm a 30 mm nas espécies
menores, como no caso do género Rogheessa e, até cerca de 60 mm nas espécies
maiores, como € 0 caso da espécie Lasiurus cinereus (V1ZOTTO & TADDEI, 1973;
TADDEI, 1983). As espécies pertencentes aos géneros Eptesicus e Myotis

goresentam  comprimento  de  antebragco variando de 30 mm a 43 mm



19

respectivamente, estando entre as espéecies que possuem tamanho intermediaio
(VizoTTO & TADDEI, 1973).

De forma gerd, os morcegos da familia Vespetilionidee sfo
encontrados presos a troncos ou suspensos em ramos, freqlentemente protegidos
pela folhagem. Ao entardecer dcam voos dtos onde a eficiéncia das redes de
captura (mist-nets) € discutivel, dificultando a obtencdo de exemplares em nimero
satisfatorios para os estudos, em todos os meses do ano (TADDE!, 1980). Este fato,
diado a0 peqgueno nimero de caracteres morfolégicos adequados para a
classficacdo taxondmica dos vespertilionideos, determinam a escassez de
publicaches referentes a0 relacionamento filogenético de Vespertilionidee. Em
decorréncia do grande nimero de espécies da familia, a dsemdica, a0 nive
familid, € controversa e o reconhecimento dos géneros com elevado nimero de
espécies como Eptesicus e Myotis ndo é smples.

As espécies que ocorrem no Brasl pertencem aos géneros
Eptesicus (4 spp.), Histiotus (3 spp.), Lasurus (5 spp.), Myotis (6 spp.) e
Rhogeessa (1 spp.) (Tabela 1).

A primera proposta de classficacdo para Vespertilionidee foi
feita por TATE em 1942, que baseou-se principdmente em caracteres dentérios,
particularmente a reducdo ou perda de dentes prémolares e incisvos. Eda
classficacdo reconheceu apenas uma subfamilia paa Vespetilionidee a
Vespertilioninae. Outras propostas foram posteriormente formuladas, sendo que
KOOPMAN (1984) reconheceu e agrupou os géneros e espécies de Vespertilionidae

em cinco subfamilias Kerivoulinae, Vespertilioninee (com as tribos Myatini,
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Vespertilionini, Nycticeini, Lasurini, Antrozoini e Nyctophilini), Murininae,
Miniopterinae e Tomopestinae.

A proposta mas recente de clasdficacd paa os
Vespertilionidae foi apresentada por SIMMONS (1998), que redizou uma andise
filogendtica utilizando diferentes conjuntos de dados. Em sua cdassficacdo ea
reconhece cinco subfamilias. Vespertilioninae (27 géneros e 180 sop.), Myotinae
(2 géneros e 86 spp.), Miniopterinae (1 género e 10 spp.), Murininae (2 géneros e
16 spp.) e Keivoulinee (1 género e 22 spp.). Dessas, as trés Ultimas sfo
claramente monofiléticas. As espécies dos géneros Eptesicus, Histiotus, Lasiurus
e Rhogeessa etd0 incluidas na subfamilia Vespetilioninee, enquanto que a
subfamilia Myotinee conditui-se pelas espécies de Myotis e Lasionycteris. A
proposta apresentada por SIMMONS (1998) foi embasada entre outros dados, pelos
resultados dos estudos redizados por VOLLETH & HELLER (19944).

SIMMONS (1998) e SIMMONS & GEISLER (1998) apoiados nos
estudos de VOLLETH & HELLER (1994a), os quais envolveram a andise de
caidtipos de cinglenta espécies pertencentes a vinte e trés géneros de
Vespertilionidae, propuseram a eevacdo da tribo Myotini para a categoria de
subfamilia, e a exclusio da subfamilia Tomopeatinae de Vespertilionidae, agora
reconhecida como subfamilia de Molossidae. Apesar da proposta, a mondfilia de
Myotinae, permanece inceta, pois nenhuma sSnapomorfia  morfologica é
conhecida para 0 grupo e nd ha dados cromossOomicos disponivels para

Lasionycteris. A mondfilia da subfamilia Vespertilioninee e do género Myotis,
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pertencente a subfamilia Myotinae, é suportada por dados cromossdmicos
(VOLLETH & HELLER, 1994a).

Embora VOLLETH & HELLER (1994a) tenham andisado apenas
espécies européias, 0 estudo foi fundamenta para a proposta de classficacéo
apresentada  por SIMMONS (1998), indicando a importéncia dos estudos

citogenéticos nas interpretaces evol utivas.

Tabela 1. Espécies de Vespertilionidee que ocorrem no Brasil (Segundo TADDEI,

1996).
Superfamilial N L.
Subfamilia Género Espécie Autor e data
Vespertilionoidea
Vespertilioninee  Eptesicus E. brasiliensis (Desmarest, 1819)
E. diminutus Osgood, 1915
E. furinalis (of Orbigny, 1847)
E. fuscus (Beauvois,1796)
Histiotus H. alienus Thomas,1916
H. montanus (Phillippi & Landback,
' 1861)
H. velatus (1. Geoffroy, 1824)
Lasiurus L. borealis (blossevillii)  (Muller, 1776)
L. cinereus (Beauvois, 1796)
L. ebenus
L. ega (Gervais, 1856)
L. egregius (Peters, 1870)
Rhogeessa R. tumida H. Allen, 1866
Myotinae
Myotis M. albescens (E. Geoffroy, 1806)
M. levis (1. Geoffroys, 1824)
M. nigricans (Schinz, 1821)
M. riparius (Handley, 1960)
M. ruber (E. Geoffroy, 1806)
M. simus Thomas, 1901




3. ESTUDOS CITOGENETICOSEM VESPERTILIONIDAE

Os estudos citogenéticos em vespertilionideos, de maneira gerd,
tébm mostrado que o padréo cromossOmico da familia agpresenta um certo
conservacionismo. A maioria das espécies pertencentes a um mesmo género ou a
grupos de géneros relacionados, usudmente tem apresentado extensa Smilaridade
cariotipica, caracterizada pelos mesmos nuimeros diplGide de cromossomos e
nimero fundamental (nimero de bragos do complemento autossdmico) ou mesmo
nimero fundament e nimero dipldide pouco diferenciado. Entretanto, ha
descrigdes de ocorréncia de variagdes intragenéricas, intra e interespecificas.

A comparagdo dos padres de bandas G, C e NOR entre
diferentes géneros de Vespertilionidae, também tem mostrado conservacionismo
caiotipico (BICKHAM & HAFNER, 1978; BICKHAM, 1979a e by VOLLETH, 1985,
BICKHAM, 1987; VOLLETH & TIDEMAN, 1989; VOLLETH et al., 2001) e, quando
s20 detectadas diferencas, essas derivam de algumas fusdes e peguenas inversdes
pericéntricas e variagbes no nimero e locdizacdo das regifes organizadoras
nucleolares - RONs (Stock, 1983; VOLLETH, 1987; VOLLETH & HELLER, 1994ae
b).

Das 74 expécies Americanas de Vepertilionidae, 46 foram
estudadas citogenéticamente. Contudo, apenas oito estudos foram redizados a
partir de egpécimes brasileiros (Tabela 2) e, para a maioria deles, as informagbes
sobre os padrfes de bandas ndo sdo completas.

Os vexpetilionideos do género Lasiurus sdo endémicos da

Amé&ica do Norte e Sul. O relacionamento evolutivo de Lasiurus com outros
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géneros ndo esta bem estabelecido, havendo sugestBes de que ee se diferenciou
muito cedo no estoque dos vespetilionideos (BiICKHAM, 1987). Os dados
cariotipicos obtidos para Lasiurus apoiam idéia, pois somente trés pares de
cromossomos foram  identificados como  homdlogos aos  considerados
plesiomérficos (BICKHAM, 1987).

O numero exato de espécies pertencentes ap género Lasiurus é
anda controverso, entretanto, das espécies americanas citadas na literatura, sete
tiveram aguns dos seus padrdes cromossdmicos determinados (BICKHAM, 1987).
A comparacdo dos caridtipos dessas especies permitiu a BICKHAM (1987) supdr
gue cinco espécies, L. borealis, L. cinereus, L. degelidus, L. seminolus e L. minor,
gue tém caidtipos semehantes, com o nimero dipldide (2n=28) e numero
fundamenta (NF=48), representam a condicdo primitiva, enquanto que L. ega
(2n=28, NF=48) e L. intermedius (2n=26, NF=44) que compartilhan uma
singpomorfia (umainversio no cromaossomo X), seriam taxons irmaos.

Em relacdo as egpécies pertencentes a0 género Eptesicus (32
sop), as informagles citogenéticas obtidas para cinco espécies americanas
evidenciam um consarvacionismo caiotipico a nived morfologico. Todas as
espécies apresentam 2n=50 e NF=48 BAKER & PATTON, 1967; WILLIAMS, 1978;
BICKHAM, 1979a; FREITAS et al., 1992). As espécies E. fuscus e E. lynni, para as
quais h& informagbes sobre 0 padrdo de bandas G e a locdizacdo da
heterocromatina condtitutiva, ndo apresentam diferencas nos padrdes de bandas e
agumas homologias puderam ser detectadas entre os cromossomos e E. fuscus e

Myotis sodalis (BICKHAM, 1979a).
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As espécies do género Histiotus sGo muito semehantes as do
género  Eptesicus nas caracteridticas  dent&ias e cranianas,  porém,
morfologicamente diferem de Eptesicus por apresentarem um grande pavilhdo
auditivo (NowAK, 1999). Ndo ha na literatura dados sobre estudos citogenéticos
em egpécimes de H. velatus, exceto para H. montanus, que apresenta o
complemento cromossdmico condtituido por 24 autossomos acrocéntricos, muito
gmilar a Eptesicus, sendo seu nimero dipldide 2n=50 e nimero fundamentd,
NF=48 (WILLIANS, 1978; TOLEDO, 1973).

O género Myotis da subfamilia Myotinee agpresenta 0 maior
nimero de espécies entre os mamiferos, e o reconhecimento das mesmas néo €
fécil, dificultando a taxonomia do grupo. Apesar de toda esta diversdade, o
género € muito conservado cariotipicamente (HARADA & YOSIDA, 1978; HARADA
& UCHIDA, 1982; BICKHAM et al., 1986). Todas as espécies americanas de Myotis
andisadas (22 $op) apresentam 0 mesmo numero diploide (2n= 44) e quase que
invariavemente o0 mesmo nimero fundamenta (NF=50 e 52) (ToOLEDO, 1973,
BICKHAM, 1979a e b; BICKHAM et al., 1986; ANDRADE €t al.,1995).

A obtencdo dos padrdes de bandamentos cromossdomicos, bem
como de informagles sobre a didtribuico da heterocromatina condtitutiva e da
locdlizacdo das regides organizadoras de nucléolos nas especies brasleiras de
Vespertilionidae, podera fornecer informagfes sobre as mudangas cromossdmicas
que ocorreram no grupo.

Muitos estudos tém ddo redizados com a findidade de

determinar 0 paped ou o dggnificado do conservacionismo e das variaghes
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cromossdmicas que caracterizam 0s cariotipos das espécies ndo SO de morcegos,
mas de outros grupos de vertebrados. Esses estudos mostram que existem
diferencas na natureza, quantidade e distribuicdo dos rearranjos cromossdmicos
entre os diferentes taxons, e, na maioria das vezes, os padrbes de um dado grupo
podem ser tracados e usados como ferramentas auxiliares a interpretacdo dos
relacionamentos entre as especies.

Entre os eventos cromossOmicos que tém sSido responsiveis
pelas variagbes na familia Vespetilionidae, podemos destacar as pequenas
inversdes pericéntricas e adgumas fusbes que teriam ocorrido em  regides
centroméricas ou teloméricas de cromossomos ancestrais (STOCK,1983; VOLLETH,
1987; VOLLETH & HELLER, 1994aeb).

No processo de fusdo, os teldmeros, que representam as regides
terminais dos cromossomos, cuja funcdo principd € manter a edtabilidede e
integridade dos cromossomos, podem ser eiminados ou desativados. O DNA
telomérico é condituido de sequéncias smples e repstitivas do tipo (TTAGGG)N.
Essas seqiéncias gpresentamse  conservadas nas  diferentes  espécies  de
vertebrados (MEYNE et al., 1989) e, interessantemente, tém sSdo detectadas néo
goenas em tddmeros, mas também em regides cromosOmicas interdicias e
centroméricas numa variedade de espécies de vertebrados (MEYNE, et al., 1989,
1990; ABUIM et al., 1996; VERMEESCH et al., 1996; GARAGNA et al., 1997; ONO
& YOSIDA, 1997; FONTANA et al., 1998; Go et al., 2000).

Entre as véias hipbteses propostas para explicar a presenca de

dtios tdoméricos interdicias, incdue-se a de que as sequéncias teloméricas
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possam s evidéncias de remanescentes de teldmeros apds eventos de fusio

ocorrida entre dois cromossomos acrocéntricos ancestrais (MEYNE, et al., 1990;

FINATO et al., 2000). Assm, a identificacdo dos sitios de DNA tedlomérico, em

cromossomos das espécies de Vespertilionidae, pode auxiliar na determinacéo da

direciondidade dos eventos ocorridos nos cromossomos das diferentes espécies,

sendo portanto, um aspecto de grande importancia para os estudos evolutivos.

Tabela 2. Estudos cromossomicos em espécies da familia Vespertilionidae que
ocorrem nas Américas. 1. informagtes gerais, 2. foto de caridtipo usud;
3: bandas G; 4: bandas C; 5: localizagdo das regifes organizadoras do
nucléolo; 6: citogenética molecular; +: espécimes coletados no Brasl;
++; egpécies que ocorrem no Brasil.

++

++
++

++

++
++

++

++

Téaxon
VESPERTILIONIDAE

Antrozous pallidus

Eptesicus brasiliensis

Eptesicus diminutus
Eptesicus furinalis

Eptesicus fuscus
Eptesicus lynni
Euderma maculatum
Histiotus montanus
Histiotus velatus
Idionycteris phyllotis

Lasionycteris noctivagans

Lasiurusborealis
(L.blossevillii)

Lasiurus cinereus

Referéncia

BICKHAM, 1979a

BAKER et al., 1992

BAKER & PATTON, 1967
LOPES, 1978

FREITASet al., 1992
BAGGIO et al., 1996
WILLIAMS, 1978
WILLIAMS, 1978
VARELLA-GARCIA et al., 1989
BICKHAM, 1979a

BAKER et al., 1992
BICKHAM, 1979a

STOCK, 1983

WILLIAMS & MARES, 1978
TOLEDO, 1973

ANDRADE et al., 1995
STOCK, 1983

VOLLETH & HELLER, 1994b
BICKHAM, 1979a

BAKER et al., 1992
BICKHAM & BAKER, 1979
BICKHAM, 1987
VARELLA-GARCIA et al., 1989
BICKHAM, 1979a
BICKHAM, 1987

BAKER et al., 1992

BAGGIO et al., 1996

Natureza
do estudo

Continua.



Continuacdo Tabela 2
++ Lasiurusega

Lasiurus intermedius

Lasiurus seminolus
++  Myotis albescens

Myotis auriculus

Myotis austroriparius

Myotis californicus

Myotis elegans

Myotis evotis

Myotis grisescens
+++ Myotis keaysi

Myotis keenii
Myotis leibii
Myotislevis
Myotis lucifugus
Myotis milleri

++  Myotisnigricans

++  Myotisriparius

++  Myotissimus
Myotis sodalis
Myotis thysanodes

Myotis velifer

Myotis vivesi

Myotis volans
Myotis yumanensis
Myotis sp

Nycticeius humeralis

Pipistrellus hesperus
Pipistrellus subflavus

Plecotus rafinesquii
Plecotus townsendii

Rhogeessa genowaysi
Rhogeessa parvula
++  Rhogeessa tumida

TOLEDO, 1973
BICKHAM, 1979a
BICKHAM, 1987

BAKER & PATTON, 1967
BICKHAM, 1987
BICKHAM, 1979a
BICKHAM, 1987
BICKHAM, 1979b

BICKHAM, 1979b

BICKHAM, 1979b
BAKER & PATTON, 1967
BAKER & PATTON, 1967
BICKHAM, 1979b
BICKHAM, 1979b
BICKHAM, 1979b
BAKER et al., 1992

BICKHAM, 1979b

BICKHAM et al., 1986
ANDRADE et al., 1995
BICKHAM et al., 1986
REDUKER et al., 1983

TOLEDO, 1973

BICKHAM, 1979

BAGGIO et al., 1996
BAKER & JORDAN, 1970
BAKER & JORDAN, 1970
BICKHAM, 1979
BICKHAM, 1979b

BAKER et al., 1992
BICKHAM, 1979

BAKER & PATTON, 1967
BAKER & PATTON, 1967
BICKHAM, 1979
MORATELLLI, et al. 2000
BICKHAM, 1979a

BAKER et al., 1992

BAKER & PATTON, 1967
BICKHAM, 1979a

BAKER et al., 1992

BAKER & MASCARELLO, 1969
STOCK, 1983

VOLLETH & HELLER, 1994b
BAKER et al., 1985

BAKER et al., 1985
BICKHAM & BAKER, 1977
BAKER et al., 1985

BAKER et al., 1992
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1. OBJETIVOS

Devido a de informagles citogenéticas para espéecimes
brasileiros de Vespertilionidae, o presente trabaho teve como objetivo principd a
redizacdo de estudos citogenéticos em espécies da familia pertencentes aos

géneros Eptesicus, Myotis, Histiotus e Lasiurus. Destaforma, visamos:

* Determinar os padrdes cromossdmicos das espéecies araves da

aplicacdo de técnicas de coloracéo diferencia (G, C e Ag-NORYS);

* Edudar a vaiagdo cromossOmica dos autossomos e
Cromossomos sexuals aravés de andises comparativas dos cariétipos e padrées de
bandas obtidos;

* Deerminar a localizacdo dos sitios de sequéncias tdloméricas
nos cromossomos das espécies, através da técnica de hibridizagdo in situ
fluorescente, e correlaciona-los com 0s eventos cromossdmicos envolvidos nas

variagdes detectadas.

* Contribuir para a citotaxonomia do grupo.
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IIl. MATERIAL E METODOS

1. ESPECIES
Foran edudadas citogeneticamente seis espécies da familia
Vegpertilionidae: Myotis nigricans, Myotis riparius, Lasiurus cinereus, Lasiurus
ega, Eptesicus bradlienss e Higtiotus velatus, totdizando 59 espécimes,
coletados em diferentes locaidades do estado de S&0 Paulo e Mato Grosso do Sul

(Tabela3).

2. COLETAS

Para a obtencdo dos animais, foram redlizadas coletas em area
urbana e rurd da regido de S8 Jose do Rio Preto-SP, Aracatuba-SP e Campo
Grande-MSS, conforme apresentado na Tabela 3.

As coletas foram redizadas a noite, uma vez que animais
gpresentam hédbitos crepusculares e noctivagos. Os animais foram capturados por
redes (mist-nets) que foram armadas em loca de saida de abrigo e em possiveis
rotas de voo. Em ambientes fechados foi utilizado puca (rede manual).

Os animais capturados foram colocados em gaolas especias e
conduzidos para o laboratério para serem processados e fixados. A excegdo dos
exemplares provenientes de Campo Grande e Aragatuba, todos os exemplares
foram catalogados e encontramse depositados na Colecdo de Quirdpteros junto

a0 Departamento de Zoologia e Botanica do IBILCE de Séo José do Rio Preto.



Tabela 3: Discriminacdo dos exemplares coletados por espécie, procedéncia, sexo

e coletor. M : macho; F: fémea

Espécie Procedéncia Nimero de Coaletor
exemplares
Myotis nigricans Mirassol/SP M Moridle-Versute, E. et al.
. ] Moridle-Versute, E. &
Guapiag/sP 2M; 5F Marchesin, S.R. C
Miranda/ MS 1M; 2F Taddei, V. A.etal.
S. J. do R. Preto/SP 11M; 5F Morielle-Versute, E. et al.
Aracatuba/SP 14F Pedro, W. A. et al.
Cedral/SP M Garcia, M. S.
Campo Grande/M S 2M; 3F Taddel, V. A. et al.
Myotisriparius Aquidauana/M S 1F Taddei, V.A. et al.
Lasiurus ega S. J.doR. Preto/SP 1F Moridle-Versute, E. et al.
. . Moridle-Versute, E. &
Mirassol/SP IM; 1F Marchesin, S. R, C.
Lasiurus cinereus S. J. doR. Preto/SP 1F Moridle-Versute, E. et al.
Histiotus velatus S. J. doR. Preto/SP 3M Moridle-Versute, E. et al.
Eptesicusbrasiliensis S. J. do R. Preto/SP 1F Marchesin, S.R. C. et al.
NovaAlianca/SP 3F Marchesin, S.R. C. et al.
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3. PREPARACOES CROMOSSOMICAS
PreparacOes celulares foram obtidas diretamente de medula
0ssea (cultura de curta duracdo) e cultura de fibroblastos, conforme procedimentos

descritos abaixo.

a) Preparacao Direta de M edula Ossea

As preparagbes de medula Gssea seguiram os protocolos de
FORD & HAMERTON (1966) e LEE & ELDER (1980), com adgumas modificacies.

No primeiro dia subseqiente a coleta, injetorse no animd
subcutaneamente e dorsamente, 0,2 ml de solugdo de fermento glicosado para
cada 259 de peso corpord, a fim de edimular a divisfo cdular em cdlulas da
medula 6ssea

Decorridas 24 horas da injegdo de fermento, foi aplicado intra
peritonidmente, 0,2 ml de colquicina (0,05%) para cada 25g de peso corpora, a
fim de bloquear a divisdo cdular. Apos 30 a 40 minutos, o anima foi sacrificado e
0s 0ss0s longos removidos (antebracos). Com a guda de uma seringa contendo
gproximadamente 8 ml de solugdo sdina de Hanks, a medula dssea foi recolhida
em tubo de centrifuga. As massas cdulares foram desfeitas por sucessivas
aspiragbes com a propria seringa e a suspensédo foi centrifugada por 8 minutos a
900 rpm. Descartou-se 0 sobrenadante, deixando-se 0,5 ml de precipitado no tubo.
A egte volume foram adicionados 8 ml de solugdo hipotonica KCl 0,075M a 37°

C, ressuspendeu-se devagar e deixou-se a 37° C, por 30 minutos.
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A seguir, a suspensio foi centrifugada por 8 minutos a 900 rpm,
desprezou-se 0 sobrenadante, agitou-se levemente para que ressuspendesse e
colocorse 5 ml de fixador metanol-acético (3:1). Apds um repouso de 15
minutos, a suspensdo foi novamente centrifugada, desprezou-se 0 sobrenadante e
novo volume de fixador foi adicionado a0 tubo. Essa operagéo fol repetida mas
uma vez, ressuspendendo-se o Ultimo precipitado em 05 — 1,0 ml de fixador. O
materid obtido foi gotgado em l&minas molhadas, geladas e submetido a técnicas

de coloracdo e bandamentos.

b) Cultura de Fibroblastos
As culturas de fibroblastos seguiram o protocolo de MORIELLE-

VERSUTE & VARELLA -GARCIA (1995), com agumas modificagoes.

b.1) Coleta de amostra de tecido para iniciagdo de culturas
cdulares

Para inicio das culturas cdulares, foram utilizadas bidpsias de
fragmentos de pulim@. Apés a morte do anima por edrangulamento, 0 que
determina uma morte rgpida, foi feita uma assepsa na regido abdomina com
agoddes embebidos em &dcool 70° GL. Posteriormente, com bisturi e tesouras
edterilizadas, fezse uma incisdo abaixo das costdlas e na caixa torécica e, com o
auxilio de uma pinca ederilizada, retirou-se os pulmdes. Estes foram colocados
em um frasco estéril contendo meio de cultura completo: meo Ham F-10,

suplementado com soro fetd bovino (10%), penicilina (1.000.000 U/ml),



guemicetina (40.000 mg/ml) e anfotericina B (5 nmg/ml). O frasco com o

fragmento foi levado a geladeira, onde permaneceu por 24 horas.

b.2) Montagem e manutencéo da cultura

O frasco com a bidpsia foi levado a camara de fluxo laminar
onde foi manuseado em condicdo assepticaa A bidpsa foi transferida para uma
placa de Petri contendo meio de cultura completo, onde foi vérias vezes recortada
em pequenos fragmentos com tesoura edterilizada Esses fragmentos, com cerca
de 2 mm, foram trandferidos com uma pipeta Pasteur a superficie inferior de um
ou mais frascos para cultura de cdlulas, nos quais foram adicionados 2 ml de meio
completo Ham F10 (Cutilab). Os frascos foram entdo incubados em estufa a 37°
C por 3 dias sem qualquer movimentacdo. Decorrido esse tempo, o frasco foi
observado a0 microscopio para verificagdo de aderéncia a0 substrato e
proliferacdo de cdulas. Ocorrendo o crescimento, mais 3ml de meo foram
adicionados a0 frasco em camara de fluxo laminar. O frasco foi novamente
conduzido a estufa e observado diariamente, para detectar dteragbes do pH do
meio, ocorréncia de contaminacdo por fungos e bactérias e para acompanhar as
condigbes das culturas em relacdo a taxa de proliferacdo. Na presenca de

contaminacdo ou auséncia de crescimento, o frasco foi descartado.

b.3) Tripsinizacéo das culturas
ApOs cerca de uma ou duas semanas do inicio do crescimento

cdular, foi feita a tripgnizacdo da cultura a fim de que cdulas que cresceram em



amontoados se espahassem, possbilitando um crescimento mais uniforme. Para
IS0, 0 meio de cultura foi retirado do frasco e cerca de 5 ml de solucdo de Hanks
sem cécio e magnésio foram colocados para a diluicdo dos residuos do meio que
persisiam no frasco, pois 0 soro fetal bovino nele presente inativa a tripsna. O
Hanks foi retirado e 1 ml de tripsina/EDTA (Cutilab) a 37° C foi colocado no
frasco de cultura Apls gproximadamente um minuto, solucdo foi removida
com o auxilio de uma pipeta e 5 ml de meio novo foram adicionados ao frasco.
Em seguida, o frasco foi agitado para que as céulas se despreendessem e se
espahassem, sendo reconduzido a estufa. A cultura aé etgpa foi denominada

primaia

b.4) Subdivisdo da cultura

Quando o frasco se encontrava forrado de cdulas, isto €, as
cdulas edavam totamente confluentes, foi feita a replicagem da cultura. Para
isso, foi retirado 0 meio do frasco e a cultura foi lavada com 5 ml de Hanks sem
cdcio e magnésio. Acrescentou-se em seguida, 1 ml de tripsnaEDTA a 37° C,
permanecendo no frasco por cerca de 1 minuto. Retirou-se a tripsina e adicionow
s a0 frasco 5 ml de melo completo. Agitou-se fortemente o frasco para que as
clulas se despreendessem. Em seguida metade do contetido do frasco, ou sga,
cerca de 25 ml, foi transferido para um outro frasco. Posteriormente, o volume
dos frascos foi completado para 5 ml com meio completo e estes retornados a
esdufa Dessa forma, as céulas rearanjaramse em dois frascos, adquirindo

condi¢Bes mais favorévels ao crescimento.



Através deste procedimento um maior nimero de cdulas foi

obtido.

b.5) Blogqueio da cultura e preparacéo dalaminas

Para a obtencdo das céulas em met&fases foi adicionado as
culturas em crescimento 0,05 ml de colquicina 4x10 ~*M. Apds aproximadamente
30 a 40 minutos, 0 meio de cultivo foi removido e subgtituido por cerca de 6 ml de
solugdo de citrato de sbdio a 1% a 37° C. Passados 30 minutos, agitou-se
cuidadosamente o frasco para que as cdulas descolassem. A suspensdo foi
transferida para tubos de centrifuga onde foram adicionadas trés gotas de fixador
metanol-acético (3:1), e levada a centrifugar 5 minutos a 900 rpm. O sobrenadante
fol descartado, o precipitado ressuspendido e novo volume de fixador colocado
junto ao precipitado. Apés 15 minutos, a suspensdo cdular foi novamente
centrifugada. O sobrenadante foi desprezado e 0 precipitado novamente
ressuspendido, fixado e centrifugado por 5 minutos. Essa operacdo foi repetida
mais uma vez (num tota de trés vezes). O materid obtido foi gotgado em laminas

molhadas, geladas e submetido a técnicas de coloraco e bandamentos.

4. TECNICASDE BANDAMENTO CROMOSSOMICO
a) Coloracgéo convencional com Giemsa.
No processo de coloracdo convenciond, laminas com um ou
mais dias de fixagdo foram hidrolisadas en HCl 1 N a 60° C por 5 a 7 minutos. A

seguir, a hidrdlise foi interrompida lavando-s2 a lamina em &gua desionizada



gelada. A lamina foi entdo seca e corada em solucdo de Giemsa 2% em tampéo

fosfato, pH 6,8, por cerca de 7 minutos.

b) Bandamento G

O bandamento G seguiu o protocolo de DE GROUCHY &
TURLEAU (1977), com modificagBes. Laminas com quinze dias de fixacdo foram
imersas em solugdo de dAcool metilico 50% por dois minutos. Apds lavagem em
agua dedilada, por dois minutos, foram transferidas para solucdo tampdo
Sorensen pH 6,8, onde permaneceram por cerca de quinze a trinta minutos. A
seguir, as laminas foram imersas em solucdo de tripsina 1. 250 (DIFCO) a 0,2%,
tamponada com solucéo sdina de PBS, por um tempo varidve de cinco a vinte
segundos, dependendo do periodo decorrido apds a fixacdo do materid. O excesso
de tripsina foi retirado pela imersdo da lamina em solucdo sdina de PBS, sendo o
material posteriormente corado com solucéo a 2% de Giemsa tamponada, por oito

minutos, e lavado em &gua destilada.

¢) Bandamento C

O bandamento C, para a determinacdo da locdizacdo da
heterocromatina congtitutiva processou-se de acordo com o protocolo de SUMNER
(1972), com modificagcBes. As preparagbes cromossdmicas com quinze dias gpoés a
fixacdo foram submetidas a hidrdlise em HCl 0,2 N, a temperaura ambiente
durante 30 minutos. Completado esse tempo, as laminas foram lavadas em &gua

destilada e submetidas ao tratamento com hidroxido de baio a 5%, sendo
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mantidas a 60°C, por tempo variavel de 15 a 25 minutos. A seguir, o materid foi
lavado em &gua destilada e passado rapidamente em HCl 1 N em banho-maria a
60° C. Pogteriormente, as laminas foram incubadas em 2xSSC pH 7,0 a 60° C
durante 20 minutos e, em seguida, lavadas em agua destilada. Apés a secagem, 0
material fol corado com solugéo tamponada de Giemsa a 2%, pH 6,8 durante 30

minutos, lavado em &gua destilada e seco a0 ar.

d) Coloracdo Ag-NOR

A coloracdo Ag-NOR para a locdizacdo das regides
organizadoras nucleolares (RONs) processou-se de acordo com o protocolo de
HOwWELL & BLACK (1980) com modificagdbes O maerid foi inicidmente
hidrolisado em HCl a 60° C por 20 minutos, sendo a hidrélise interrompida por
um banho em &gua gelada desionizada. Apds a secagem das laminas, uma gota de
solucdo reveladora de gdatina formolizada a 1% e outra de solucdo aguosa de
nitrato de prata a 50% foram depostadas em cada uma das extremidades da
lamina. Sobre as gotas misturadas foram colocadas duas laminulas e as laminas
mantidas a 50-60° C, por cerca de 7 minutos, aé que a mistura das solugdes
apresentasse  coloracdo castanho-dourada. A seguir, as laminas foram lavadas em
a&gua dedtilada, secas e submetidas a coloracd em solugdo a 2% de Giemsa

tamponada por 8 minutos.

5. HIBRIDIZAGAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH) COM SONDA

TELOMERICA



A sonda utilizada no procedimento de hibridizacdo para
determinacdo dos sitios de DNA telomérico foi a All human telomere - Oncor, n°
Cat. P 5097. Edta sonda congiste de sequiéncias de DNA de segmentos teloméricos
de cromossomos humanos marcadas com digoxigenina.

O procedimento de hibridizagdo in situ fluorescente envolveu
um prétratlamento dos cromossomos, seguido da hibridizacdo e deteccéo.
Iniciamente, os cromossomos foram desidratados em uma série de acoois 70, 85
e 100%, por 2 minutos. cada, limpos com solugdo de RNAse (100 ng/ml em
2XSSC a 37°C por 1 hora) e pepsina, e desnaturados em solugdo de formamida
70%/2xSSC, pH 7,0 a 72°C durante 2 minutos. Apds nova desidratacéo na s&rie
de dcoois gelados, o materid foi hibridizado com a sonda de sequéncias
teloméricas a 37°C por periodos de 15 a 20 horas. Apds a hibridizacéo, as laminas
foram lavadas em 2 banhos de 2xSSC a temperatura ambiente, 1 banho em
formamida 50% a 37°C e 1 banho em Washing Buffer | (4 x 2xSSC e 0,05% v/v
tween 20) a 37° C por 5 minutos. A deteccdo da hibridizacio foi feita com o
emprego do kit de deteccdo também da Oncor digoxigenina - fluoresceina-
isotiocianato (FITC) (S 1331 - DF), com e sem amplificacéo do snd, e uso dos

contracorantes iodeto de propideo (IP) e diamidino-fenilindole (DAPY).

6. ANALISE CITOGENETICA
As laminas com as coloragbes convencionais e bandamentos
foram observadas sob microscopia de luz. Para a caracterizacdo dos caridtipos

foram andisados ©0s cromossomos metafédsicos, que pemiten o mehor
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reconhecimento da morfologia e padrbes de bandas. Para cada animd foram
andisadas diversas metéfases com os diferentes tipos de bandas e coloragdo. As
metdfases representativas dos padrdes de bandas obtidos foram fotografadas em
microscopio Zeiss em aumento de 1000 — 1250 X. O filme empregado foi ILFORD
PANF 50 ASA e 100 ASA. Na revelacdo dos filmes foi utilizado o revelador
Kodak D72, e as imagens obtidas foram copiadas em papel Kodabrome Print F2
e F3 da Kodak. As melhores metéfases documentadas foram utilizadas para a
montagem dos caridtipos, onde os cromossomos foram ordenados em ordem
decrescente de tamanho, destacando-se os cromossomos sexuais. Na descricdo dos
caridtipos, os cromossomos foram classficados segundo a morfologia e tamanho
de acordo com LEVAN et al. (1964). As pranchas foram fotografadas em filme
TMAX ASA 100, reveladas em D-72 e fotocopiadas em Kodabrome Print F2.

As preparacbes submetidas a hibridizacdo in situ fluorescente
foram observadas a0 microscopio de epifluorescéncia da Zeiss, com lampada de
50 watts e filtros gpropriados. As metéfases representativas foram fotografedas
com filmes Ektachrome 400 ASA (Kodak), Supra 400 ASA (Kodak), Ultra 400

ASA (Kodak) e asimagens convertidas em fotografias.



V. RESULTADOS

No desenvolvimento do trabalho foram obtidas dos 59
espécimes, 85 amostras, sendo 55 bidpsias, para as quais foram iniciadas culturas
de fibroblastos e 30 preparagbes diretas de medula dssea (cultura de curta
duracdo). Em relacdo as culturas de fibroblastos, 54,5% (30) apresentaram
crecimento celular, porém, somente doze forneceram nimero sUficiente de
metéfases para a redizacdo de coloragbes e bandamentos (Tabela 4). A taxa de
cescimento das culturas de Vespetilionidee, avdiada visudmente pea
proliferacdo das cdulas e ocupacdo da superficie de adesfo (substrato), foi baixa
quando comparada com culturas estabelecidas no mesmo periodo para outras
espécies, como por exemplo, as pertencentes a familia Molossidae.

As demas culturas que apresentaram crescimento  foram
perdidas durante 0 manuseio pela contaminagdo por fungos e bactérias. As 25
culturas restantes ndo apresentaram crescimento pois, 23 contaminaram logo no
inicio (nos trés primeiros dias) e 2 os fragmentos ndo aderiram.

Em relacdo as 30 amodras de medula Gssea, nenhuma delas
forneceu materid cedular para andise. Esses resultados e os obtidos nas andlises
citogenéticas sd0 apresentados e discutidos com maiores detahes separadamente

para cada uma das espécies e Situagoes.
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Tabela 4: Resultados obtidos para os exemplares processados, discriminados pela espécie,
ndmero de registro, sexo e procedimento de cultura utilizado. Cr = cresceu, S =
suficiente, | = insuficiente, M = macho, F = fémea.

Resultados
Espécie ngg?;?ge Sexo  Procedimentos ~ Situagdoda M et&f ases
Cultura
Myotis nigricans CFC 218 F Fibroblasto Cr S
CFC 456 M Fibroblasto Cr [
CFC 460 F Fibroblasto Cr |
CFC 461 F Fibroblasto Cr |
CFC 468 F Fibroblasto Cr |
CFC 469 F Fibroblasto Cr |
CFC 470 F Fibroblasto Cr S
CFC 471 F Fibroblasto Cr |
CFC 472 F Fibroblasto Cr |
CFC 473 M Fibroblasto Cr S
CFC 485 F Fibroblasto Cr |
CFC 486 F Fibroblasto Cr |
CFC 492 F Fibroblasto Cr |
CFC 494 F Fibroblasto Cr [
CFC 522 F Fibroblasto Cr |
CFC 568 M Fibroblasto Cr S
CFC 569 M Fibroblasto Cr S
CFC 584 M Fibroblasto Cr |
CFC 586 M Fibroblasto Cr |
CFC 587 F Fibroblasto Cr S
CFC 588 F Fibroblasto Cr |
CFC 591 M Fibroblasto Cr |
Myotisriparius CFC 579 F Fibroblasto Cr S
Lasiurus ega CFC 114 F Fibroblasto Cr S
CFC 515 F Fibroblasto Cr |
Lasiurus cinereus CFC 119 F Fibroblasto Cr S
Histiotus velatus CFC 346 M Fibroblasto Cr S
CFC 516 M Fibroblasto Cr |
CFC 562 M Fibroblasto Cr S
Eptesicus brasiliensis CFC 567 F Fibroblasto Cr S
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1. Myotis nigricans e Myotisriparius

Foram processados 47 espécimes de Myotis nigricans (18
machos e 29 fémeas) e um espécime de Myotis riparius (1 fémea). Para M.
nigricans, foi possivel o estabelecimento de culturas de fibroblastos gpenas de sais
espécimes (CFC 218, CFC 470, CFC 473, CFC 568, CFC 569 e CFC 587), a
partir das quais foram preparadas laminas contendo metéfases para andise. As
demais culturas, ndo cresceram (2) ou gpresentaram contaminagdo por fungos
logo no inicio ou durante o crecimento cdular (39). A presenca de
microorganismos como fungos e bactérias em culturas, geramente, ocasonam
morte parcid das cdulas ou descolamento, comprometendo assm 0 Sseu
desenvolvimento.

As metdfases obtidas a patir das culturas celulares dos 6
epécimes de M. nigricans foram submetidas a coloracdo com Giemsa para
obtencdo do caridtipo usua, a coloracdo por Ag-NOR para visudizacdo das
regides organizadoras nucleolares (RONs), a0 bandamento G, C e a hibridizacdo
in situ fluorescente com sonda telomérica

Nas preparacbes a partir de medula 6ssea, os estimulos para
inducdo de divisdes mitéticas foram redizados pela aplicacéo de suspensio de
fermento glicosado no dorso do anima, 24 horas antes da morte, em 22 espécimes
e 48 horas antes da morte, em 2 espécimes. Porém, as cdulas em divisdo, ou sga,
as cdulas de medula néo responderam ao estimulo aplicado.

A cultura de fibroblasto estabelecida para o Unico espécime de

M. riparius (CFC 579) processado possibilitou a obtencéo de um nimero razoavel



de metdfases para andise. Nao foram feitas preparacbes de laminas a partir de
medula 6sseg, pois 0 espécime foi coletado em Campo Grande e apenas a biopsia
de puméo foi digponibilizada. As laminas com metéfases foram submetidas a
coloracdo com Giemsa, coloracdo Ag-NOR, bandamento G, bandamento C e
hibridizacdo in situ fluorescente.

Os exemplares de M. nigricans gpresentaram um cariotipo com
nimero dipléide de cromossomos igua a 44 (2n=44), congtituido por trés pares de
cromossomos meta-submetacéntricos  grandes  (pares 1-3), um par de
cromossomos submetacéntricos medios (14) e dezessete pares de acrocéntricos de
tamanho médio a pequeno (pares 413 e 15-21). Portanto, 0 nimero fundamental,
ou sga, 0 nimero de bragos do complemento autossomico € igual a 50 (NF=50).
Os cromossomos sexuals  condituemrse por um  par de  Cromossomos
heteromérficos, do tipo XY, sendo o cromossomo X um submetacéntrico grande
(Figura3A) e 0 cromossomo 'Y um acrocéntrico pequeno.

O padrdo de bandamento G obtido para M. nigricans esta
apresentado na Figura 3B. Nenhuma informac@o foi obtida sobre a locaizacéo da

heterocromatina congtitutiva para M. nigricans, através do bandamento C.
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Figura 3: Caridtipo de Myotis nigricans (2n=44; NF=50). A) Coloracéo usual com
Giemsa, B) Bandas G.
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A patir da andise do materid corado pela prata foi possivel
detectar uma variacdo no nimero de nucléolos nos nlcleos interfésicos de M.
nigricans. De um tota de 401 nlcleos andisados, 26% (101) apresentaram 4
nucléolos. Nos nicleos restantes houve grande variacdo, sendo observados
ndcleos com um a nove nucléolos (5% e 0,5%, respectivamente), conforme dados
representados na Tabela5 e Figuras 4 e 5D.

A andise dos cromossomos metafésicos permitiu a visudizagéo
das RONSs e a observacdo da ocorréncia de variacdo no nimero de cromossomos
marcados em cada met&fase. Em M. nigricans as RONs foram observadas nas
regifes terminais dos bragos curtos de cromossomos acrocéntricos de tamanhos
médio a pequeno, e na regido terminal do brago longo de um cromossomo
acrocéntrico médio. O nimero de cromossomos com RONs marcados pela prata
variou de 7 a 9. Apesar do nimero predominante de 4 nucléolos nos nicleos
interfésicos de M. nigricans, indicando fusdo nuclear, nenhum dos cromossomos
organizadores nucleolares foram observados em associacdo nas metéfases
analisadas.

O exemplar andisado de Myotis riparius, a semelhanca de M.
nigricans apresentou cariétipo com nimero dipléide de 44 cromossomos (2n=44),
congtituido por trés pares de cromossomos meta-submetacéntricos grandes (pares
1-3), um par de cromossomos submetacéntricos médios (14) e dezessete pares de
acrocéntricos de tamanho médio a pequeno (pares 4-13 e 15-21). O numero de
bracos do complemento autossdmico, igo €, seu nimero fundamentd, € igual a 50

(NF=50). O egpécime andisado foi uma fémea, apresentando cromossomos



sexuals condituidos por um par de cromossomos X submetacéntricos meédios
(Figura6A).

O padrdo de bandamento G obtido para M. riparius esta
goresentado na figura 6B e € smilar a0 observado em M. nigricans, sendo
possivel identificar homologias entre seus cromossomos.

Em M. riparius observou-se que a heterocromatina condtitutiva,
revdlada pelo bandamento C, digtribui-se apenas nas regides centroméricas dos
cromossomos (Figura 7).

A andise pda coloracdo Ag-NOR mostirou que de maneira
semehante & M. nigricans, M. riparius também gpresentou uma grande variacdo
no nimero, freqiéncia e tamanho dos nucléolos. Foram observados de um a nove
nucléolos por nlcleo interfésico (6% e 0,25%, respectivamente), sendo mais
freqliente a presenca de trés nucléolos, pois de 406 nlcleos andisados para esta
espécie, 32,5% deles gpresentaram trés nucléolos (Tabela s e Figuras 4 e 8D).

Em met&fases de M. riparius, observou-se marcagdes de RONs
apenas nas regifes terminais de bragos curtos de cromossomos acrocéntricos de
tamanhos médio a pequeno. Entretanto, de maneira semelhante a0 observado em
M. nigricans, foi detectada uma variacd no nimero de cromossomos metafésicos
marcados pela prata, sendo observados cromossomos com seis a dez RONs
(Figura 8A-C). Esses cromossomos ndo foram observados em associagdo nas

metéfases andisadss.
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Tabela 5: NUmero de nucléolos interfasicos nos nlcleos de Myotis nigricans e
Myotis riparius.

NuUmer o de nucléolos por NuUmer o de nacleos analisados e
Nucleo interfasico Por centagens
Myotis nigricans Myotisriparius
01 (20) - 5% (23)- 5,7%
02 (47) - 11,77% (116) - 28,57%

03 (90) - 22,55% (132) - 32,51%
04 (101) - 25,31% (79) - 19,45%
05 (84) - 21,05% (43) - 10,6%
06 (40) - 10,02% (10) - 2,5%
07 (15) - 3,75% (01) - 0,25%
08 (02) - 0,5% (01) - 0,25%
09 (02) - 0,5% (01) - 0,25%
10 - (01) - 0,25%
Total analisado (401) - 100% (407) - 100%
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Figura 4: Vaiacéo e fregiéncia do nimero de nucléolos por nicleo interfasico,
nas espécies de Myotis nigricans e Myotis riparius.
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Figura 5. Metéfases e nlcleos interfésicos de Myotis nigricans corados pela prata.
A, B e C) Me&ases evidenciando cromossomos acrocéntricos com
RONs em regides terminais dos bragos curtos e brago longo (setas); in
set: destaque dos cromossomos marcados, D) Nucleos interfésicos
evidenciando 3, 6, 7 e 8 nucléolos (1-4).
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Figura 7. Met&fases de Myotis riparius com bandamento C. Setas indicam
Cromossomos com marcagdes em regifes pericentromericas.
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Figura 8. Meté&fases e nlcleos interfasicos de Myotis riparius corados pela prata.
A, B e C) Medfases evidenciando as RONs em regifes terminais dos
bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos (setas); in set: destague
dos cromossomos marcados, D) Nucleos interfésicos evidenciando 2, 6,

e 10 nucléolos (1-3).



A partir da aplicacdo da hibridizacdo in situ fluorescente (FISH)
em metdases de M. nigricans e M. riparius foi possivel identificar os Sitios
cromossomicos hibridizados com as seqiéncias (TTAGGG)n, caracteristicas de
teldmeros. Os dinais fluorescentes indicativos da hibridizacdo foram observados
nos teldmeros dos cromossomos e em regides pericentroméricas de aguns
Cromossomos acrocéntricos, nas duas espécies andisadas (Figuras 9 AC e 10 A-
C). Os dnas goresentaram variacdo na intensdade de fluorescéncia entre os
cromossomos, sendo que os teddmeros dos cromossomos de M. nigricans
goresentaram maior  fluorescéncia que essas mesmas regibes em M. riparius.
Foram obsarvados anda, snas fluorescentes em regido intersticid das duas
cromdtides de um dos bracos do segundo maior par de cromossomos meta
submetacéntricos de M. nigricans, indicando a posshbilidade de um dtio
intergticid (ITS — Intersticial Telomeric Sgnal) de sequéncias (TTAGGG)n
(Figura9A).

Durante a andlise dos cromossomos submetidos ao FISH, onde
esses sao corados pelo DAPI, um fluorocromo A-T especifico, observouse que
adguns cromossomos das duas espécies andisadas apresentavam  fluorescéncia
aumentada em regibes onde tipicamente sdo obsarvados blocos de
heterocromatina  conditutiva ap0s o0 bandamento C, como as regides

pericentroméricas (Figuras 9D-F e 10D-F).



Figura 9. Hibridizacdo in situ fluorescente com sonda de sequéncias teloméricas
(TTAGGG)n em metéfases de Myotis nigricans. A-C) As setas indicam
marcagdes nos teldmeros, em regifes pericentroméricas e em um dos
bragos do cromossomo 2; D-F) Metafases em coloracdo DAPI
evidenciando a morfologia dos cromossomos e shas fluorescentes nos

centrémeros.



Figura 10: Hibridizagd in situ fluorescente com sonda de sequéncias teloméricas
(TTAGGG)n em metéfases de Myotis riparius. A-C) As setas indicam
marcacles nos teddmeros e em regibes pericentroméricas, D-F)
Met&fases em coloragdo DAPI  evidenciando a morfologia dos
Cromossomos e sinai's fluorescentes nos centrdomeros.



2. Lasiurusega e Lasiurus cinereus

Quatro espécimes do género Lasiurus foram capturados e
analisados, sendo trés de L. ega (CFC 114, CFC 506, CFC 515) e um de L.
cinereus (CFC 119). Para todos foram iniciadas culturas a partir de bidpsia de
pulmdes, para o cultivo de fibroblastos. Duas das culturas (CFC 515 e (FC506)
sofreram contaminagdes por fungos e bactérias logo no inicio do cultivo, sendo
descartadas. As demais (CFC 114 — L. ega e CFC 119 — L. cinereus), cresceram
satisfatoriamente sendo possivd a obtencdo de laminas com nimero razoavel de
metdfases, as quais foram submetidas aos bandamentos e coloragbes. A
preparacéo a partir de medula éssea foi feita gpenas para Lasiurus ega (CFC 515),
contudo o edimulo, aplicado 24 horas antes da morte do anima nédo foi
satisfatdrio.

A patir da andise de cromossomos metafésicos corados por
Giemsa foi possivel a obtencdo do caridtipo usua do exemplar fémea de L. ega,
gue apresentou um nuimero dipldide de 28 cromossomos (2n=28) e nUmero
fundamental igua a 48 (NF=48). Seu caridtipo conditui-se por dez pares de
cromossomos meta-submetacéntricos grandes a médios (pares 1-10), um par de
subtelocéntricos pequenos (par 12) e dois pares de acrocéntricos pequenos (pares
11 e 13), o0 menor deles gpresentando uma condtricdo secundéria proximal no
braco longo (par 13). O cromossomo sexud X é um subteocéntrico médio
(FigurallA).

A heterocromatina conditutiva evidenciada pelo padréo de

bandas C foi identificada nas regifes centroméricas de todos 0S Cromossomoas,
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com variacéo no tamanho dos blocos heterocromaticos, e também no brago curto e
regido pericentromeérica do cromossomo X (Figura 11B).

Nenhum dado foi obtido referente a localizacéo das RONs pela
coloracdo Ag-NOR. Entretanto, foi possivel observar a partir da coloracéo usud,
que as regides dos centrdbmeros (as constrigbes primérias) apresentaram uma certa
descondensacdo em varias metéfases andisadas. Juntamente com edtas, outras
regifes também apresentaram descondensac@o diferenciad, merecendo destacar a
regido proxima do brago longo do par cromossomico 13. Algumas dessas regides
podem representar possivels sitios de DNA ribossdmico nesta espécie.

O caridtipo observado para L. cinereus é semehante ao de L.
ega, apresentando nimero dipldide de cromossomos igud a 28 (2n=28) e numero
fundamenta igud a 48 (NF=48). Conditui-se por dez pares de Cromossomos
meta- submetacéntricos variando de grandes a médios (pares 01-10), um par de
subtelocéntricos pequencs (par 12) e dois pares de acrocéntricos pegquenocs (pares
11 e 13). Os pares 11 e 13 gpresentaram um heteromorfismo de tamanho e forma,
sendo observado em um Unico demento de cada par, uma congtricdo secundaria
em posicdo mediana-distal no bragco longo do cromossomo do par 11 e proximal
no braco longo do cromossomo do par 13. Os cromossomos sexuas ha fémea
andisada compdemse de um par de cromossomos X submetacéntricos medios
(Figura12A).

A andise do bandamento C posshilitou a observacdo da

digtribuicdo da heterocromatina condiitutiva para a espécie, identificada nas



porcOes centroméricas de todos Cromossomos autossomos e dos Cromossomos
sexuais (Figura 12B).

A andise das meédfases coradas pela praa (Ag-NOR)
evidenciou que as regides organizadoras nucleolares (RONS) em L. cinereus estéo
locdizadas nos cromossomos acrocéntricos heteromorficos, coincidindo com as
constricbes secundérias presentes nestes cromossomos. As marcagdes ocorreram
na regido distal do braco longo de um dos cromossomos do par 11 e na regido
proximal do brago longo de um dos cromossomos do par 13 (Figura 12C e D).

A obtencéo de padrdes de bandas G e FISH para L. ega e L.
cinereus ndo foi possive devido ao nimero insuficiente de metéfases e espécimes

coletados para este género.
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Figura 11. Caridtipo de Lasiurus ega (2n=28; NF=48). A) Coloracéo usua com
Giemsa; B) Bandamento C.
Barra= 5nm.
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Figura 12: Lasiurus cinereus (2n=28; NF=48). A) Caridtipo em coloracdo usua
com Giemsa, B) Caidtipo com bandamento C; C e D) Metéfases
parciais indicando a locdizacéo das RONSs (setas) na porcéo dista do
braco longo em um dos cromossomos do par 11 e na por¢do proximal
do braco longo em um dos cromossomos do par 13.

Barra= 5Srm.
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3. Histiotus velatus

Das culturas iniciadas a partir das biopsias de pulmdes, obtidas
de trés espécimes de Histiotus velatus coletados (CFC 346, CFC 516 e CFC 562),
somente para os exemplares (CFC 346 e CFC 562) foi possivel a obtencéo de
lGminas com metdfases. As preparagbes de medula dssea ndo  forneceram
metdfases O edimulo aplicado no espécime CFC 516 aparentemente ndo foi
suficiente paraainducdo do aumento de células em diviséo.

O exemplar macho andlisado (CFC 346) da espécie H. velatus
goresentou um numero dipldide de cromossomos de 2n=50 e 0 numero
fundamentad NF=48. O caidtipo possui vinte e quatro pares de autossomos,
representados por Cromossomos acrocéntricos que variam em tamanho (pares de
01 a 24), um dos quais gpresenta uma constricdo secundéria proxima no brago
longo (15). Os cromossomos sexuais condituemrse por um X submetacéntrico
médio e um Y acrocéntrico pequeno (Figura 13A). A heterocromatina
conditutiva, evidenciada apdés o bandamento C, estd locdizada nas regides
centroméricas dos cromossomos e na por¢do termind do braco longo de um
acrocéntrico pequeno (par 21) (Figura 13B). A coloracdo Ag-NOR evidenciou a
presenca de 2 nucléolos nos nucleos interfasicos, bem como a locdizagdo das
RONSs, que foram observadas na condtricdo secundaria do braco longo do par
acrocéntrico 15 (Figura13D).

A andise da hibridizacdo in situ fluorescente em metéfases de
H. velatus posshilitou a observagdo de snas de fluorescéncia com intensdade

variavel nos teldmeros de praticamente todos oS cromossomos, € em regides
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pericentroméricas de cromossomos acrocéntricos. N& houve coincidéncia dos
snais com as regides organizadoras nucleolares (RONs) (Figura 14A e B).

Nenhum dado foi obtido referente ao padréo de bandamentos G.
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Figura 13. Histiotus velatus (2n=50; NF=48). A) Carittipo em coloracéo usua
com Giemsa. B) Met&fase com bandamento C. C) Nucleos interfésicos
corados pela prata evidenciando os nucléolos, D) Locdizacdo das
RONSs.
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Figura 14: Met&ases de Histiotus velatus apos hibridizacdo in situ fluorescente
com sonda de seqiéncias tdoméicas (TTAGGG)N. As setas indicam
marcagdes nos tel dmeros e regifes pericentromericas.



4. Eptesicus brasiliensis

Dos quatro espécimes de Epitesicus brasiliensis capturados,
para somente um espécime (CFC 567) foi possivel a obtencdo de laminas com
metafases a partir das culturas de fibroblastos. Durante o cultivo e manutencéo das
culturas, das goresentaram crescimento satifatorio, sendo possivel efetuar alguns
repiques para aumentar o nimero de céulas em cultivo. Contudo, apds as
preparacies das laminas, 0 nimero de met&fases foi baixo, o que dificultou a
aplicacéo dos diferentes bandamentos. As preparagdes a partir de medula 0ssea
ndo propiciaram a obtencdo de metafases, possvelmente pela auséncia de resposta
a0 estimulo aplicado.

As laminas com as poucas metéfases obtidas foram submetidas a
coloragdo usud, hibridizagdo in situ fluorescente com a sonda de DNA telomérico
(TTAGGG)n e coloracéo Ag-NOR.

O egpécime andlisado, uma fémea, apresentou nimero dipldide
2n=50 e NF=48, sendo todos os cromossomos do complemento autossdmico
acrocéntricos, variando em tamanho de grandes a peguenos (Figura 15). Foi
possivdl observar ainda, em um pequeno par (15), uma congricdo secundaria
proxima no braco longo. O cromossomo sexua X € representado por um
cromossomo submetacéntrico médio (Figura 15A e B).

O locd provave das RONs é a congricdo secundéria proximal
no brago longo do par de acrocéntricos 15. Apenas uma lamina foi submetida a
hibridizacdo in situ fluorescente, a qual agpresentou hibridizacdo poditiva nos

telbmeros de aguns cromossomos e em regifes pericentroméricas (Figura 16A).



Os dnais nas regides teloméricas gpresentaram pouca intensdade de fluorescéncia
e nenhuma marcagdo interdicial foi observada. Na coloragdo peo DAP foi
possivd verificar fluorescéncia aumentada na regido pericentromérica de dguns

cromossomos (Figura 16B).
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Figura 15. Eptesicus braglienss (2n=50; NF=48). A) Medfase parcid em
coloracdo usud com Giemsa setas indicando 0S  Cromossomos
portadores da constricdo secundé&ria. B) Representacdo esquemética do
caidtippo com a locdizacdo dos sitios de DNA tdomérico
(TTAGGG)n (em laranja) e a locdizacdo possivel das RONs (em
cinza).



Figura 16: Hibridizacdo in situ fluorescente com sonda de seqiiéncias teloméricas
(TTAGGG)n em metdfases de Eptesicus bradlienss. A) As setas
indicam marcacbes nos teldmeros e em regides pericentromeéricas. B)
Metafase parcid em coloracdo DAPI evidenciando a morfologia dos
Cromossomos e sinais fluorescentes nos centrdmeros.
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V. DISCUSSAO

1. Culturas Celulares

Em morcegos, um tecido que mostra-se bastante adequado para
a iniciacdo de culturas de cdulas do tipo fibroblastdide, € o de pulméo
(MORIELLE-VERSUTE & VARELLA-GARCIA, 1995). Os fragmentos obtidos dos
recortes de bidpsias de pulméo gpresentam grande aderéncia a0 subgtrato plastico
dos frascos de cultura Dessa forma, podem ser depositados diretamente na
superficie dos frascos, facilitando assm a aderéncia das cdulas fibroblastéides a0
subgrato, propiciando a sua proliferacd e o desenvolvimento da cultura
Entretanto, a manipulagdo inadequada da cultura, a ocorréncia de contaminagOes
das amostras, ou anda, ederilizagbes insuficientes dos materiais utilizados nas
culturas, podem ocasionar contaminacd0 por microorganismos como fungos e
bactérias, determinando prejuizo no desenvolvimento destas.

As culturas de cdulas iniciadas para os diferentes espécimes
deste trabaho apresentaram um dto indice de contaminagbes. Cerca de 46% dedas
gpresentaram contaminagdo no inicio da cultura, ou sga, durante os trés primeiros
dias apds a montagem. Nestes casos, a causa mais provavel para as contaminactes
€ a presenca de bactérias e/ou fungos que poderiam estar presentes na biopsia de
pulmd. Embora os pulmdes sgam retirados em condiches assépticas, ndo ha
garantias quanto a presenca de microorganismos nos condutos pulmonares, que
quando em presenca do meio de cultivo podem proliferar, comprometendo as

condicdes da culturae o crescimento celular.
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As demais culturas, ou sga, 0s 54% restantes ndo contaminaram
nos trés primeiros dias, apresentando crescimento celular. Contudo, apenas doze
culturas foram colhidas para a obtencdo de metafases e preparacdo de laminas. As
demais agpresentaram  contaminagcbes  secund&ias  ocorridas  durante oS
procedimentos de manutencdo das culturas (trocas de meio ou repiques). Os
microorganismos mais freqlentes nas contaminagbes de culturas secundérias
foram os fungos.

MCGARRITY (1976) estudando as causas do dto indice de
contaminacdo de culturas por micoplasmas, diz ser inaceitdvel a contaminagéo em
experimentos ja padronizados e propde uma s&rie de cuidados preventivos para
minmizar 0 problema. Os micoplasmas s80 Mmicroorganismos patogénicos auto-
replicantes, extremamente pequencs, que parasitam apareho respiratério e trato
urinaio humano RAzIN, 1985; 1994). As contaminacGes por micoplasmas sfo de
dificil deteccdo e sfo responsaveis pelo insucesso das culturas cdulares, pois
interferem na aividade metabdlica norma das céulas. Apesr de MCGARRITY
(1976) identificar adgumas das fontes envolvides na contaminecéo € dificil
detectar a procedéncia de microorganismos como micoplasma que podem, por
exemplo, edar presentes no proprio soro fetd bovino utilizado nas culturas
celulares, caso 0 soro ndo tenha sido testado quanto a presenca de micoplasmas.

Gerdmente, 0os microorganismos mas facilmente detectados
gue podem estar envolvidos no processo de contaminacdo sfo fungos e bactérias.
Contudo, uma vez que o materid biolégico utilizado no preparo das culturas de

longa duracdo sdo os pulmbes, pela sua natureza, fungdo e congdtituicdo, SA0
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passiveis de caregarem uma S&ie de microorgansmos contaminantes inclusve
protozoérios como nematodos e outros ainda ndo identificados (BREDT, A., 1996).

Ha que s destacar o fato de que em redacdo as culturas que
goresentaram  crescimento  cdular, este foi muito lento, quando comparado ao
crecimento cdlular de culturas de outras espécies de morcegos, particularmente
da familia Molossdae. MORIELLE-VERSUTE & VARELLA-GARCIA (1995) relatam
que os fibroblastos derivados de pulmdes de morcegos apresentam uma dta taxa
de crescimento, e que as cdlulas estdo digponiveis para andises cromossdmicas
nas passagens inicias, ou até das exibirem snas de senescéncia, gerdmente
presentes apos 45 dias de cultivo. Diferente dos resultados de MORIELLE-VERSUTE
& VARELLA-GARCIA (1995), OBARA & SAITOH (1977) relatam para uma espécie
de Vespetilionidee (Miniopterus schreibers) o tempo de trés meses para a
redizacéo da primeira subcultura (repique), e a obtencdo das primeiras metafases
dando-se somente gpGs a segunda passagem, efetuada por volta da segunda
semana gpés a obtencdo da primeira subcultura Estes dados associados aos
resultados deste trabalho demongtram que aparentemente a taxa de proliferacdo
celular em Vespertilionidae € menor.

O crexcimento lento da cultura, refletido nas poucas cdulas
presentes no substrato de crescimento, € o responsavel pelo baixo indice mitdtico
e pela dificuldade na obtencdo de metéfases e preparo das laminas, assm como
pelamaior freqliéncia de contaminagdes durante a sua manutencao.

Em reacdo as culturas de medula 6ssea, também ndo foi

possivel a obtencdo met&fases, mesmo depois de aplicados estimulos com injegdes
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de fermento glicosado por periodos de 24 e 48 horas antes da morte dos animais.
A injecdo de fermento utilizado para a inducdo de proliferacdo cdular néo
reslltou no aumento de clulas em divisho, indicando que o0s animas ndo
responderam aos estimulos aplicados. Esta auséncia aos estimulos e portanto, a
nédo obtencdo de metafases, sugere que ambos 0s tempos de exposicdo a0
fermento glicosado (24 e 48 horas) foram, provavemente, insuficientes para a
indugdo de mitoses nas cdulas hematopoiéticas.

Apesyr das dificuldades encontradas neste trabalho, o
estabelecimento de culturas cdulares a partir de fibroblastos é interessante, pois
possibilita a obtenco de cdulas em grande quantidade, permitindo a redizacdo de

uma série de investigactes biol dgicas, entre as quais 0 estudo citogenético.

2. Estudos Citogenéticos

As duas espécies de Myotis andisadas apresentaram 0 mesmo
nimero dipléide (2n=44) e mesmo nimero fundamentd (NF=50). O caridtipo
obtido para M. riparius apresentou-se smilar a0 de M. nigricans, tanto em
coloragéo usua quanto nos padrdes de bandas G.

De forma gerd, o caridtipo observado para M. nigricans é
bagtante semehante em coloragdo convenciond e padréo de bandas G, aos
descritos na literatura para espécie, e também aos das outras espécies de
Myotis andisadas (BAKER & PATON, 1967; BICKHAM et al., 1979a e b-Tabda 2).

Semelhante a0 observado em  Myotis, também foram

encontradas smilaridades entre Lasiurus cinereus (2n=28; NF=48) e Lasiurus ega
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(2n=28 e NF=48), e entre Histiotus velatus (2n=50; NF=48) e Eptesicus
brasilienss (2n=50; NF=48). Esses dados mostram que 0 padréo cromossomico
da familia apresenta um ceto consarvecionismo. A maoria das espécies
pertencentes a uUm mMesSMo género ou a grupos de géneros relacionados usuamente
tem agoresentado extensa dmilaridade cariotipica, caracterizada pelos mesmos
nimeros dipldides e fundamentd ou mesmo nimero fundamentd e ndmero
dipl6ide pouco diferenciado.

Entretanto, ha descrigdes de ocorréncia de variacOes
intragenérica, intra e interespecificas. Alguns taxons de Chiroptera com menor
representatividade em nimero de espécies, apesar de muito relacionados
taxondmicamente gpresentam  grande  variabilidede cromossdmica. A exemplo
podemos destacar os géneros Rhogeessa e Nycticeius, cujo nimero dipldide
encontrado nas espécies estudadas varia de 30 a 52 e de 34 a 46 respectivamente,
com peguena variacdo no numero fundamental (NF=48 e 52) (BICKHAM &
BAKER, 1977; HONEYCUTT et al.; 1980; BAKER €t al., 1985; RUEDAS et al., 1990)
e, Pipistrelus, cujo nimero dipldide varia de 26 a 44 e o nimero fundamenta de
44 a 56 (OBARA et al., 1976). Esses dados sugerem que entre os eventos
cromossdmicos que tém Sdo responsveis pelas variaghes etdo as pequenas
inversdes pericéntricas e agumas fusies.

A andise dos nucleos interfasicos e dos cromossomos corados
pela prata (coloracdo Ag-NOR), nas espécies de Myotis, permitiu observar
variacd no numero de nudéolos interfésicos e na locdizacdo, nimero e tamanho

das RONs.
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O nimero de regides organizadoras nucleolares corresponde ao
nimero maximo de nucléolos que podem ser encontrados nas céulas interfésicas.
Todavia, 0 nimero de RONs que séo ativadas pode variar e, portanto, 0 nimero
de nucléolos pode ou ndo corresponder a0 numero de RONs. Nos nulcleos
andlisados da espécie M. nigricans o nimero de nucléolos variou de 01 a 09. O
nimero maximo de 09 indica que pelo menos quatro pares de Cromossomos
possuem RONs. Em M. riparius foram observados de 01 até 10 nucléolos, o que
indica a presenca de RONs em até cinco pares de cromossomos.

As informacbes obtides na andise dos nucléolos interfasicos
foram dgnificativas, pois a andise dos cromossomos evidenciou uma variagdo na
locdizacdo e no nimero de cromossomos marcados pela prata Na espécie M.
nigricans foram observados até 09 cromossomos com RONs ativas, sendo 07 o
nimero mais fregqlientemente observado. Essas RONs foram observadas na regido
terminal dos bracos curtos de cromossomos acrocéntricos e também na regido
termina do bragco longo de um acrocéntrico médio. Em M. riparius, 0 nUmero
méaximo observado de cromossomos com RONSs ativas foi 10, sendo 07 o nimero
mais freqlientemente observado. Nesta espécie as RONs estéo locdizadas apenas
nos bragos curtos de cromossomaos acrocéntricos medios e pequenos.

A vaiacd no nimero de cromossomos marcados em Myotis
deve esar refletindo a ativacdo diferencid de RONs, resultando também uma
variacd no nimero e no tamanho dos nucléolos. Além da ativacdo diferencid, a
fusio nucledlar resultante do movimento, crescimento e aproximacdo dos

nucléolos que podem ocorrer tanto pela semehanca de aividade dessas regifes,
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quanto pela afinidade quimica, podem ser também responsavels pela variacdo no
nimero de nucléolos (SCHWARZACHER & WACHTLER, 1993).

Além da variacd no nimero e na localizagdo, as marcacOes
detectadas como RONs variaram em tamanho. Véias marcages gpresentaram-se
pequenas e dificels de serem detectadas. O tamanho e 0 nimero das RONs podem
edtar relacionados com a ativacéo diferencia dos sitios ribossomais.

Nd ha informagbes na literatura a respeito do numero e
locdizacd0 exatos das regifes organizadoras nucleolares para as espécies M.
nigricans e M. riparius, entretanto, 0 nimero alto de RONs parece ser
caracteristico do género Myotis. VOLLETH (1987) andisando a locdizacdo de
regibes organizadoras nucleolares em vespertilionideos, observou que espécies
européias pertencentes a0 género Myotis goresentam um grande nimero de
cromossomos marcados pela Ag-NOR, sendo relatado para nove espécies de
Myotis uma variacdo de 03 a 12 pares de cromossomos com RONS.

Contrastando com as outras duas espécies anteriores, em
Lasiurus cinereus e Higtiotus velatus foram observadas apenas duas RONS,
restritas as regifes dos cromossomos que apresentam congtrigdes secundérias. Em
L. cinereus as condricies etd em dois cromossomos digtintos determinando
marcagies heteromorficas. Embora o padréo Ag-NOR né&o tenha sido obtido para
Lasiurus ega, 0 espécime andisado apresentou uma congricdo  secundaria
proxima no braco longo do cromossomo 13, loca provavel da RON.

Em H. velatus a congtricdo é proxima no braco longo do par

acrocéntrico 15, loca das RONs. Embora ndo tenha sido obtido o padréo Ag-
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NOR para E. brasilienss, pela smilaridade de seu cariétipo com o de H. velatus e
a presenca de uma congtricdo secundéia proxima no braco longo do par 15,
presume-se que também nessa espécie as RONs sgam em nimero de um par.
Tanto em L. cinereus quanto em H. velatus os cromossomos com RONs
gpareceram marcados em todas as metdfases andisadas, e com tamanho
proporcionamente maior que as RONs mulltiplas das espécies de Myotis.

VOLLETH (1987) também observou RONSs coincidentes com
constricbes secundarias nas espécies Eptesicus serotinus, Nyctalus leideri, N.
lasiopterus, N. noctula, e Vespertilio murinus. A autora a0 consderar 0s
resultados de seu trabaho propds trés hipdteses para explicar a origem de
multiplas RONs em vespertilinideos. 1) presenca de genes ribossomais em todos
0s ditios potenciais, mas com aivacdo e indivacdo dternada, 2) diferencas
espécie-especificas ndo apenas o nimero de genes de RNAr mas também nos
cromossomos homdlogos, ocasionadas por desbaanco em crossing-over desgud.
3) mobilidade de DNAr entre 0s sitios cromossdmicos.

A variacdo na locdizacd e no nimero das RONSs entre as duas
espécies de Myotis andisadas pode ser devida a inativacéo diferencid dos genes e
a peguenos rearranjos terminals que ocorreram  durante eventos do tipo
trand ocagoes, inversdes e fusdes.

Além das dmilaridades cariotipicas morfolégicas e nas RONSs,
as egpécies M. nigricans e M. riparius apresentaram o padréo de bandas G

semdhante. Essa smilaridade refletida nas homologias identificadas entre os seus



cromossomos, reforca o parentesco ente essas duas espécies e 0 conservacionismo
cromossomico que tem sido observado para 0 género Myotis.

Apesr de ndo te ddo deeminada a locdizacdo da
heterocromatina conditutiva em M. nigricans pelo bandamento C, a coloracéo
pelo DAPI, revelou que as regifes centroméricas dos cromossomos de M.
nigricans apresentavam  fluorescéncia aumentada em  relacdo  aos  bracos
cromossdmicos. O DAPI pda sua forma de ligagdo com o DNA produz bandas
NOS Cromossomaos € marca podtivamente regides de heterocromatina ricas em AT.
Esda obsavacdo nos permite  admitir que possvemente as  regides
pericentroméricas sgjam &ees de locdizacdo de heterocromatina condtitutiva em
M. nigricans.

Em M. riparius a heterocromatina foi identificada apenas nos
centrbmeros dos cromossomos. Esses dados sfo indicativos de que ha pouca
variacdo na quantidade de heterocrometina condtitutivaem Myotis.

O Unico espécime andisado de L. ega agpresentou Similaridade
guanto a morfologia do caridtipo (2n=28; NF= 48) e locdizacdo da
heterocromatina congtitutiva com os dados da literatura para essa mesma espécie.
A heterocromatina conditutiva locaizada nas regides centroméricas de todos os
cromossomos e do cromossomo X, variou gpenas quanto ao tamanho dos blocos
centroméricos. L. ega diferencia-se de L. cinereus por apresentar o braco curto do
X heterocromético. Apesar de ndo ter sdo possivel a obtencdo da localizacdo das
RONs pela coloracéo Ag-NOR, a andise do cariétipo usua revelou a presenca de

uma congtricdo secundaria proxima no brago longo do cromossomo 13, provave
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sitio de DNA ribossdmico. N&o ha na literatura at€ o momento descricdo das
RONSs para a espécie.

A espécie L. cinereus gpresentou uma peguena variagdo ho
padréo cariotipico descrito para a especie, em coloragdo usud. Tratase da
presenca de dois pares de autossomos heteromorficos portadores das RONs. A
locdlizacdo das RONs coincidentes com as congtrigdes secundarias localizadas em
cromossomos  heteromorficos, ndo foi referida em nenhum dos trabahos da
literatura. Da mesma forma nd ha informagbes sobre a heterocromatina
conditutiva, que ocorreu nas regides centroméricas dos Cromossomos, com
variacdo gpenas no tamanho dos blocos heterocrométicos.

Das espécies reconhecidas para Lasiurus, sete foram andisadas
citogenéticamente (TOLEDO, 1973; BICKHAM & BAKER, 1979; BICKHAM, 1987,
VARELLA-GARCIA et al., 1989). As espécies, L. cinereus, L. seminolus, L. minor,
L. degelidus e L. borealis possuem nimero dipléide (2n=28), nimero fundamenta
(NF=48) e o0 padréo de bandamentos G idéntico. O cromossomo sexud nessas
espécies € representado por um X submetacéntrico e um pequeno Y (BICKHAM,
1987). A expécie L. ega dfeenciase das cinco anteriores gpenas pelo
cromossomo X, que nesta espécie é subtelocéntrico e, L. intermedius (2n=26 e
NF= 44), dém de apresentar um menor nUMero de Cromossomos, apresenta um
Cromossomo X acrocéntrico.

BICKHAM (1987) atribui a ocorréncia de uma inversdo a partir de
um par cromossomico X acrocéntrico e a subsequente adicdo de um pegueno

braco heterocromético para explicar os eventos que levaram a formacdo do par de
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Cromossomos  sexuais subtelocéntricos em L. ega. Para o autor, as espécies
andisadas que gpresentaram o padrdo cariotipico idéntico (L. cinereus, L.
seminolus, L. minor, L. degelidus e L. borealis) representarian a condicéo
primitiva e L. ega e L. intermedius que compatilhan uma inversio no
Cromossomo X, seriam taxons irmaos.

A andise de H. velatus revedlou que o nimero dipldide dessa
espécie € maior que o das outras espécies analisadas (2n=50) e igua a0 observado
para Eptesicus brasiliensis. Contudo, o nimero fundamenta é igua ao de outras
trés espécies andisadas (L. ega, L. cinereus e E. brasilienss), ou segja, NF=48.
Este dado indica um conservacionismo no nimero de bracos do complemento
autossdmico nas quatro espéecies. A partir da andlise do padréo de bandamento C
foi possivel observar a presenca de heterocromatina congtitutiva centromeérica em
todos 0s cromossomos, € no brago longo do cromossomo 21. N&o h& na literatura
informacdes publicadas para o caridtipo de especimes de H. velatus (VARELLA-
GARCIA, 1989), contudo, o cariétipo de H. velatus é semehante ao de uma outra
espécie, H. montanus, que também apresentou 2n=50; NF=48 (WILLIANS, 1978).

A espécie E. brasliensis andisada, apresentou nimero dipldide
2n=50 e NF=48, estando de acordo com dados da literatura em relacéo a este
género, como € o caso de E. furinalis e E. brasiliensis que apresentaram 2n=50 e
NF=48 WILLIAMS 1978; BAGGIO et al., 1996; VARELLA-GARCIA et al., 1989).
Apesar das smilaridades nos caridtipos dessas espécies de Eptesicus, ha no
género variagdo quanto a condtituicdo do caridtipo, como o observado em agumas

espécies africanas, E. brunneus (2n=36; NF=50), E. capensis (2n=32; NF=50), E.



rendalli (2n=38; NF=50), E. somalucus (2n=26; NF=48), E. tenuipinnis (2n=36;
NF=52) (MCBEE, 1987; MORALLES et al., 1991), que agpresentaram nUMeros
dipldides menores de cromossomos. Ainda a semelhanca do observado na espécie
H. velatus, E. braslienss provavdmente apresenta as RONs na posicdo da
congtricdo secundéia proxima do brago longo do 15, coincidindo também com
informacdes da literatura para epécie (FREITAS et al., 1992). O padrdo de
bandamento C para a espécie E. brasliensis ndo foi obtido e ndo ha descrices na
literatura; contudo, a partir da andlise de metéfases coradas por DAP! verificouse
a presenca de fluorescéncia aumentada em regiGes pericentroméricas de aguns
cromossomos, indicando a presenca de heterocromatina condtitutiva rica em AT
nestas regides.

Em ged, a quantidade de heterocromatina conditutiva em
epécies da familia Vespertilionidae € bem pequena, quando comparadas a
espécies de outras familias de Chiroptera (ANDO, 1980; MARCHESIN et al., 2001,
FARIA et al.,, 2001). Contudo, apesar da quantidade de heterocromatina
conditutiva variar e caracterizar dgumas espécies de morcegos, 0 padréo gera
paa a ordem é de pouca heterocromatina conditutiva, limitada as regiGes
centroméricas dos cromossomos (BICKHAM, 1979a e b; ANDO, 1980; VOLLETH,
2001).

A andise morfologica comparativa dos caridtipos das espécies
esdtudadas neste trabaho evidencia que apesar de haver variagbes nos numeros
dipldides (2n=28-50), os nimeros fundamentais variam muito pouco (NF=48-50).

Interessante € o fato que as espécies com maor nimero dipldide (2n=50: H.
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velatus e E. bragliensis) ndo s as que apresentam 0 maior nimero fundamental
(NF=50: M. nigricans e M. riparius). Elas compartilharan 0 nimero de bragos
com as espécies de menores NUMeros cromossdomicos, ou sga com L. ega e L.
cinereus (NF=438).

Os caridtipos de H. velatus e E. brasliensis condituem-se de
autossomos acrocéntricos, enquanto que em Lasiurus, a maioria dos autossomos
sa0 meta-submetacéntricos. Morfologicamente as diferencas entre os cariotipos
dessas espécies podem ser derivadas de processos do tipo fusdo/fissdo, ou sga,
eventos Robertsonianos, que apesar de dterarem o nimero ou a morfologia dos
Cromossomos, ndo ateram o nimero de bracos.

As espécies M. nigricans e M. riparius possuem em seu
caridtipo, quatro pares de autossomos meta-submetacéntricos e 17 pares de
acrocéntricos, porém, o nimero fundamental € maior que o das outras espécies ou
sgja, NF=50. As comparagdes com 0s cariotipos das outras especies sugerem que
dém de fusdedfissdes, outros processos ocorreram alterando o NF, como por
exemplo, inversdes pericéntricas. As inversdes pericéntricas sto referidas como as
responsaveis pela diferenca nos cromossomos sexuas de espécies de Lasiurus
(BICKHAM, 1987).

As informagbes obtidas neste trabaho em associacd com as
disponivels na literatura reforcam o conservacionismo cariotipico que tem sido
observado nafamilia

O género Myotis é 0 mas diverso entre os mamiferos mas,

também, um dos mais conservado cariotipicamente. E atribuida a este género a



condicdo cariotipica mais proxima a ancedrd (BICKHAM, 1979a; BAKER &
JORDAN, 1970; CAPANNA & CIVITELLI,1970; ANDO, 1977; VOLLETH, 1994aeb).

As andises citogenéticas indicam que entre os eventos mas
freqlentes nas variaghes encontradas nos diferentes géneros e espécies de
Vespertilionidee, estariam as trandocagbes Robertsonianas e as fusdes. Algumas
egpécies teriam retido a condicdo primitiva com um ato nimero cromaossdmico,
induindo Myotis (2n=44), Eptesicus (2n=50) e Histiotus (2n=50) e outros, como
as de Lasiurus, gpresentam espécies com cariétipos mais especiaizados devidos a
reducéo do nimero de cromossomos, a partir de fusdes céntricas.

As fusdes parecem predominar entre os eventos de variacdo
cromossdmica nos Varios grupos de vertebrados. VOLLETH & HELLER (1994a e b),
a partir da comparacéo do caridtipo de vérias espécies de Vespertilionidae com
um caridtipo reconhecido como “bédsico” para vespetilionideos, determinaram
gque entre oS vaios eventos que teriam participado do curso evolutivo dos
cariotipos de vespertilionideos estéo as inversdes e na maior parte as trand ocagies
Robertsonianas. O “caridtipo basico” proposto pelas autoras apresentaria os trés
grandes cromossomos metacéntricos formados pelos bragos cromossomicos 1 a 6
reconhecidos no cariétipo padréo descrito para M. nigricans por BICKHAM, 1979b.
Estes cromossomos reconhecidos como 1/2, 3/4 e 5/6 edté presentes em um
grande nimero de géneros da familia e também em espécies da familia
Molossdae e Natdidae, sugerindo que esta combinacdo sga a mas proxima a

condicéo ancestral.



Em géneros como Eptesicus, Histiotus e Scotophilus que
apresentam Cromossomos acrocéntricos, os bragos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, representam
cromossomos individuais €, no género Lasiurus, esses seis bracos e todos os
outros do caridtipo basico foram observados em diferentes combinagtes, sendo
encontrados 57 produtos diferentes de fusdes. A partir desta andlise VOLLETH &
HELLER (19944) concluiram que exceto os trés grandes submetacéntricos 1/2, 3/4
e 5/6 e um pequeno cromossomo metacéntrico (16/17), os demais Cromossomos
do caridtipo basico e dos caridtipos de muitos géneros de vespertilionideos seriam
elementos acrocéntricos, e cada cromossomo metacéntrico adiciond  seria
resultante de produto de fusdo. Se edta interpretacéo estiver correta as espécies de
Lasiurus teriam caridtipos mais derivados em relacdo aos de Myotis, Eptesicus e
Histiotus.

Andises citogenéticas moleculares aravés de hibridizacdo in
situ fluorescente tém contribuido na eucidacdo dos processos cromossomicos
observados na diferenciacdo das espécies, confirmando agumas hipoteses de
evolucéo cromossomica.

As técnicas de hibridizacd in situ fluorescente que utilizam
sondas de DNA obtidas de cromossomos inteiros ou de regifes especificas dos
cromossomos  como, DNA  ribossOmico, centromérico e tdoméico, tém sdo
utilizadas nos estudos citogendticos em diferentes grupos de animais como
metodologia complementar, e tem fornecido suporte para os estudos citogenéticos

classicos.



Os centrdmeros e os teldmeros, que sabidamente desempenham
fungdes importantes na dindmica e estabilidade dos cromossomos, tém merecido
atencdo especid, pois, freqlientemente estéo envolvidos nos eventos responsaves
pelas variagbes cromossomicas detectadas nos varios grupos de vertebrados.

O entendimento de como regides de tedmeros participam ou
aluam nos eventos de fusdes ou trandocaghes, pode contribuir para o
estabelecimento da direciondidade de ocorréncia de um evento Cromossomico
desse tipo.

Neste trabaho a andlise de hibridizacdo in situ com sonda de
sqgiéncias  teloméricas (TTAGGG)n evidenciou a ocorréncia de  dnas
fluorescentes nos cromossomos de M. nigricans, M. riparius, H. velatus e E.
brasliensds. Conforme esperado, essas marcagdes foram  observadas
princpamente nas regides tedoméricas dos cromossomos uma vez que 0S
teldmeros sdo congtituidos por um tipo especia de DNA, o DNA telomérico, que
consge de sequéncia repetitivas em tandem (TTAGGG)n. Nos €romossomos
acrocéntricos, a fluorescéncia estendeurse também as regibes pericentroméricas,
entretanto, nenhuma marcacdo centroméica foi observada nos cromossomos
submetacéntricos de M. nigricans e M. riparius. Em M. nigricans dém dos
teldmeros fol possive observar uma marcagdo interdicid no segundo maior par
de cromossomos (par 2). As marcagdes fluorescentes variaram em tamanho e
intenddade. Esta variacd pode edtar relacionada a condensacdo cromossomica,
variagdo na extensdo do teldmero ou ainda artefato técnico decorrente do processo

de hibridizacéo (MEYNE et al., 1990; SLIEPCEVIC et al., 1997).



A presenca de seqiéncias homoélogas aos teldmeros em regides
ndo teloméricas, ja foi observada em outras espécies de morcegos, assim como em
espécies de outros grupos de mamiferos (MEYNE et al., 1990; ABUIN et al., 1996;
VERMEESCH, €t al., 1996, ONO & YOSIDA, 1997; GO et al., 2000; FINATO et al.,
2000). A presenca de marcagOes fluorescentes em regides pericentroméricas tém
sdo interpretada como remanescentes de teldmeros funcionais apds eventos de
fusdes, como uma possivel associacdo entre sequiéncias teloméricas degeneradas e
heterocromatina condtitutiva, ou com outro tipo de DNA saélite presente nas
proximidades do centromero (TAGLIAVINI, et al., 1999; LiUu & FREDGA, 1999;
CERDA et al., 1999). Apesar das interpretacles, os varios estudos redlizados na
tentativa de esclarecer a associacdo entre os diferentes tipos de DNA tém
mostrado que nd h& uma corrdacd consigente entre locdizacdo da
heterocromatina conditutiva e a presenca de Sitios de seqléncias de DNA
(TTAGGG)N.

Dados da literatura sugerem que durante a evolugéo
cromossOmica de algumas espécies de morcegos, tais como as pertencentes a
familia Molossidaee, ocorreram fusdes Robertsonianas em que o0s Sitios
teloméricos dos acrocéntricos foram mantidos apos a fusito (MORIELLE-VERSUTE
et al., 1998; FINATO et al., 2000). Na andlise de hibridizacdo in situ fluorescente
das espécies M. nigricans e M. riparius, que apresentam Cromossomos
submetacéntricos, ndo foram observadas marcagbes fluorescentes (TTAGGG)Nn
en regbes pericentroméricas, que indicassem a ocorréncia de fusbes

cromossdmicas ha origem desses Cromossomos.



Ha na literatura adguns trabdhos rdaando que as fusdes
observadas nos cromossomos de roedores nd mantiveram os teldmeros.
FAGUNDES & YONENAGA-YASSUDA (1998) andisando comparativamente as
espécies de roedores Bolomys lasiurus (2n=33, 34) e Akodon montensis (2n=24,
25), a partir da utilizacdo da técnica hibridizacdo in situ fluorescente com sonda
(TTAGGG)n e bandamentos G, observaram que oS rearranjos ocorridos nestas
duas espécies teriam sido fusdes céntricas seguidas de inversdes pericéntricas com
perda de tdémeros e centrbmero. Resultados semehantes também foram
observados em espécies de morcegos do género Eumops por FINATO et al. (2000).

Nas espécies de H. velatus e E. bragliensis os sinas de
hibridizacdo com a sonda tdoméica limitaramse aos teldmeros e regides
pericentroméricas dos cromossomos.

As marcacles pericentroméricas e teloméicas dos acrocéntricos
de M. nigricans e M. riparius coincidiram com as regides de heterocromatina
conditutiva e com RONSs presentes nas regifes terminais dos bragos curtos e
longos.

Diferentemente das marcagbes pericentroméricas, a marcacdo
intersticia presente gpenas num dos bragos do segundo maior par de cromossomo
de M. nigricans, ndo apresentou associacdo com heterocromatina condtitutiva. As
ITS também tém sSdo observadas nos cromossomos de outras espécies de
mamiferos (FAGUNDES & YONENAGA-YASSUDA, 1998; VERMEESCH et al., 1996;

Liu & FREDGA, 1999). Contudo, apesar das vérias interpretagbes, a origem e
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importancia destas bandas intergticiais (ITS) aé o momento ndo foram
eclarecidas.

A asociacdo entre dguns tipos de DNAS repetitivos como,
DNA tedomérico, heterocromatina conditutiva e DNA ribossdmico, tem sdo
observada em vérias espécies de vertebrados e € um aspecto ndo esclarecido
(ABUIN, et al., 1996; SLIEPCEVIC, €t al., 1997; MARCHESIN €t al., 2001). Esta
associacdo entre os diferentes tipos de DNA repetitivos permite-nos concluir que,
a semelhanca ¢k dados da literatura, as sequiéncias de DNA ribossdmico e satélite
de heterocromatina conditutiva seriam  fragbes subtdoméricas  intimamente
relacionadas, que podem ndo estar ocupando 0 MEeSMO Sitio N0 cromossomo.

Os dados citogenéticos apresentados neste trabaho contribuem
para a caracterizacd0 cromossomica de espécies brasileiras de Vespertilionidae e
evidenciam que gpesar do conservacionismo cromossOmico que caracteriza alguns
géneros, a identificacd de pequenas variagbes no nimero de cromossomos, na
quantidade e locdizacd da heterocromatina conditutiva e, da variagdo no
nimero, tamanho e posicio das RONs s80 aspectos importantes que estéo
relacionados com a evolugdo cromossdmica da familia e consequentemente, com

adiferenciacéo das espécies.
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VII. RESsumoO

Foran andisados citogenéticamente sas  egpécies  de
Vespetilionidee dos géneros Myotis, Lasiurus, Histiotus e Eptesicus. As
metafases obtidas de culturas de fibroblastos foram andisadas em coloracéo
convenciond, Ag-NOR, bandamento C e G e hibridizagdo in situ fluorescente
com sonda de sequiéncias teloméricas (TTAGGG)n humana

As espécies Myotis nigricans, Myotis riparius (2n=44; NF=50),
Eptesicus brasiliensis (2n=50; NF=48) e Histiotus velatus (2n=50; NF=48) foram
as que apresentaram 0 maior nUmero de cromossomos, Lasiurus ega (2n=28;
NF=48) e Lasiurus cinereus (2n=28; NF=48) apresentaram 0 menor nimero de
Cromossomos, 0 que evidencia variabilidade cariotipica ao nivel morfol 6gico.

A coloracd Ag-NOR evidenciou variagdo no nuimero de
nucléolos interfésicos e nos cromossomos com RONs. Em M. nigricans e M.
riparius as marcagbes nos cromossomos portadores de RONs variaram em
digribuicdo, nimero e tamanho. Em M. nigricans 0 nimero de Cromossomos
marcados variou de 7 a9 e em M. riparius de 6 a 10. Nas duas espécies, as RONs
foram observadas nas extremidades dos bragos curtos e longos de cromossomos
acrocéntricos. A variagd no nimero deve edtar refletindo a ativacdo diferencia
de RONSs, 0 que resulta uma variacd no nimero e no tamanho dos nucléolos. Em
M. nigricans o nimero de nucléolos observados variou de 01 a 09 e em M.
riparius de O1 a 10. Além da ativagéo diferencia, a fuso nucleolar resultante do
movimento, crescimento e gproximacdo dos nucléolos podem ser responsives

pela variacdo observada Em L. cinereus e H. velatus as RONs foram
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coincidentes com as congtrigdes secundarias dos pares heteromorficos 11 e 13 em
L. cinereus, e 15 em H. velatus.

O padréo de bandas G obtidos para as espécies M. nigricans e
M. riparius evidenciou a ocorréncia de homol ogias cromossdmicas entre elas.

A heterocromatina condtitutiva detectada por bandamento C
variou muito pouco entre as espécies. Em M. riparius, L. ega, L. cinereus e H.
velatus, esa locdizada principdmente nas regides centroméricas dos
cromossomos, variando apenas no tamanho dos blocos heterocrométicos. A
espécie L. ega, diferentemente das outras, apresentou também heterocromatina
condtitutiva no brago curto do cromossomo X e H. velatus, apresentou uma
marcacdo na porcao terminal do braco longo de um cromossomo acrocéntrico
pequeno.

A andie da hibridizacdo in situ fluorescente com sonda
telomérica revelou marcagbes em regifes terminais da maioria dos Cromossomos
de M. nigricans, M. riparius, H. velatus e E. braslienss, e em regifes
pericentroméricas dos cromossomos acrocéntricos dessas espécies. Com excegdo
de M. nigricans que apresentou marcacdo intersticidl em um dos bragos do
cromossomo  submetacéntrico 2, nenhuma  outra marcacdo  interdticid  foi
observada nos demais submetacéntricos das espécies. Nao houve coincidéncia
com outros tipos de DNA repetitivos analisados.

Os resultados apresentados neste trabalho contribuem para a
caracterizacdo cromossOmica de espécimes brasileiros de Vespertilionidee, e a

andlise comparativa dos resultados permitiu a observacéo de que entre os eventos



gque paticiparam da evolucdo cromossdmica da familia etéo as trandocagbes
Robertsonianas, as inversies e dteracbes no DNA ribossdmico e heterocromatina

conditutiva

Pdavras chave: Citogenética; FISH, Chiroptera, Vespertilionidae.



VIIIl. ABSTRACT

Sx gpecies of four vespetilionid genera (Myotis, Lasiurus,
Histiotus and Eptesicus) were cytogeneticaly analyzed. The metgphases obtained
from fibroblast cultures were andyzed in conventiond daning, Ag-NOR, C and
G banding and fluorescent in situ hybridization with probe of human telomeric
sequence (TTAGGG)N.

The species Myotis nigricans (2n=44, NF=48), Myotis riparius
(2n=44; NF=50), Eptesicus brasliensis (2n=50; NF=48) and Histiotus velatus
(2n=50; NF=48) showed the highest number of chromosomes, Lasiurus ega
(2n=28; NF=48) and Lasiurus cinereus (2n=28; NF=48) showed the lowest
number, indicating karyotypic variability on the morphologic leve.

Ag-NOR daning evinced vaiation in the number of interphasic
nucleali and in chromosomes with NORs. In M. nigricans and M. riparius, the
chromosoma Ag-daned regions varied in didribution, number and dze. In M.
nigricans, the number of marked chromosomes varied between 7 and 9, and in M.
riparius, the number varied between 6 and 10.

In both species, the NORs were observed on the extremities of
the short and long arms of acrocentric chromosomes. The variaion in number
might be reflecting of NORs differentia activation, resulting in variaion in the
number and Sze of nudedli. In M. nigricans, the number of observed nucleoli has
varied between 01 and 09, and in M. riparius, between 01 and 10. Besides
differentid activation, the nucdeolar fuson resulting from the movement, growth

and gpproximation of nucleoli might be responsble for the observed variation. In
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L. cinereus and H. velatus, the NORs were coincident with the secondary
condrictions of heteromorphic pars 11 and 13 in L. cinereus, and pair 15 in H.
velatus.

The pattern for G banding obtained for the species M. nigricans
and M. riparius evinced the occurrence of chromosoma homologies between
them.

The conditutive heterochrometin - showed  little  variation
between the species. In M. riparius, L ega, L. cinereus and H. velatus, it is manly
Stuated on the centrometric region of the chromosomes, with variation occurring
only in the dze of the heterochromatic blocks. The species L. ega, differently
from the others, has dso presented conditutive heterochromeatin on the short arm
of chromosome X, and H. velatus has presented conditutive heterochromatin on
thelong arm termind portion of a smal acrocentric chromosome.

The andyds of fluorescent in situ hybridization with human
telomeric probe showed sgnas in termina regions of most chromosomes from M.
nigricans, M. riparius, H. velatus and E. brasilienss, and in the pericentrometric
regions of acrocentric chromosomes from those species. With the exception of M.
nigricans, which presented interditial sgnd in one of the ams of submetacentric
2 chromosome, no other interditidl mark was observed on the other
submetacentrics from the species. Coincidence did not occur with other types of
repetitive DNA which were andyzed.

The results from this study represent a contribution to the

chromosoma characterization of Brazilian specimens of Vespertilionidee, and the
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compardive andyss of results dlowed the indication that Robertsonian
trandocations, ribosoma DNA inversons and conditutive heterochromatin are

among the events taking part in the chromasoma evolution of the family.

Keywords: Cytogenetics, FISH; Chiroptera; Vespertilionidae.
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