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EXORTACAO DA AVRORA

Ouve a exortacdo da aurora.
Cuida deste dia, pois ele é a vida, a propria vida

da vida.

Em seu breve curso residem todas as verdades e

a realidade da existéncia, a béncdo do crescimento,
a gloria da agdo, o esplendor da beleza.

Pois, 0 ontem é apenas um sonho, e 0 amanhd,
apenas uma visdo.

Mas o hoje bem vivido torna cada ontem um
sonho de felicidade, e cada amanhd uma

visdo de esperanga.

Portanto, olhe bem para este dia.

( O texto acima tem 7.000 anos. Foi encontrado num
registro Veda, escrito em sdnscrito e datava de 5.000 anos A.C.)



“... existe uma providéncia
especial
na queda de um pardal.”
(William Shakespeare)
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l. INTRODUCAO

1. A ordem Chiroptera

A ordem Chiroptera representada pelos morcegos,
compreende 18 familias e cerca de 980 espécies agrupadas em duas
subordens, Megachiroptera e  Microchiroptera. A  subordem
Megachiroptera ocorre apenas no Velho Mundo, e esta representada por
uma Uunica familia, a Pteropodidae, com 42 géneros e 169 espécies
(Nowak,1999). A subordem Microchiroptera apresenta distribuicdo
mundial e € constituida pelas 17 familias restantes, com uma
representacdo no Novo Mundo de aproximadamente 290 espécies.
Destas, cerca de 130 espécies sdo encontradas no Brasil e abrangem
representantes de nove familias: Molossidae, Phyllostomidae,
Vespertilionidae, Emballonuridae, Noctilionidae, Mormoopidae, Natalidae,
Furipteridae e Thyropteridae (Gregorin & Mendes, 1999).

Chiroptera € um dos mais antigos e divergentes grupos
de mamiferos, e a maior representatividade € encontrada na maioria das
regides temperadas e tropicais do mundo. O sucesso do grupo deve-se,
principalmente, a capacidade de exploracdo do meio aéreo, pois séo
animais com caracteristicas morfofisiolégicas particulares que
possibilitam o véo e a ecolocalizacdo. Externamente a caracteristica mais
evidente é a de apresentarem as extremidades anteriores modificadas

em asas.



Entre os vertebrados, os morcegos compartilham com os
passaros e possivelmente com os répteis pterosauros a capacidade de
voo sustentado (Smith, 1976).

A ecolocalizacdo, fenbmeno onde a laringe é capaz de
produzir sons de frequéncias complexas com modulacdo e variagao
temporal, permitiu que 0s morcegos, animais de habitos noturnos
explorassem diversos tipos de abrigos e alimentos.

Embora os morcegos sejam extraordinariamente bem
sucedidos e compreendam a segunda maior ordem de mamiferos, eles
permanecem um dos grupos menos conhecidos em termos evolutivos. A
delicadeza do esqueleto e a grande diversidade de habitats tem
aparentemente contribuido para a escassez de fbsseis. Esta
insuficiéncia de registros tem dificultado a identificacdo das relacdes
flogenéticas, sendo a evolugdo do grupo baseada, principalmente, nas
caracteristicas das espécies viventes. Os registros fésseis mais antigos
sdo datados de aproximadamente 50 milhdes de anos, na Europa e na
América do Norte (Jones & Genoways, 1970).

A ordem Chiroptera tem sido extensivamente

guestionada sobre sua origem e evolucdo, atualmente aceita como

monofilética (Baker et al., 1991; Simmons et al., 1991; Nikaido et al,
2000; Jones et al, 2002). Registros fésseis indicam que 0s quirdpteros se

estabeleceram no inicio do Eoceno e, segundo Smith (1976), a maioria



das familias de Chiroptera originou-se aparentemente da radiacao
adaptativa dos embalonurideos, rinolofideos e vespertilionideos.

Em estudos mais recentes comparando diferentes
informacdes (morfolégicas, citogenéticas, moleculares, entre outras),
Simmons & Geisler (1998) sugeriram que Emballonuroidea ndo seja
monofilética, porque uma das suas familias, a Emballonuridae, ocupa uma
posicdo basal em relacéo a todos os outros Microchiroptera.

Com base no grau de especializacdo morfologica, 0s
embalonurideos parecem ter chegado primeiro aos trépicos do Novo
Mundo, seguidos dos vespertilionideos. Portanto, a familia
Emballonuridae tem sido considerada por alguns autores como possivel
ancestral dos noctilionideos, mormoopideos e filostomideos do Novo
Mundo (Smith, 1976). As demais familias neotropicais, ou seja, Natalidae,
Thyropteridae e Furipteridae aparentemente derivaram do estoque
vespertiliondideo.

Apesar da consideracdo anterior, Smith (1976) né&o
descarta a hipétese de que os Chiroptera ancestrais datados do Eoceno
foram a fonte a partir dos quais varias linhagens de Microchiroptera
radiaram-se adaptativamente.

Os estudos taxondmicos em Chiroptera tém sido
dificultados pelo elevado numero de géneros e espécies que compdem
algumas familias, como Vespertilionidae e Phyllostomidae, limitando as

interpretacdes evolutivas ao nivel do taxon estudado.



Nestas situacfes, a caracterizacdo das espécies quanto
a diferentes aspectos podem ajudar a identificacdo das mesmas e 0s
dados obtidos, podem ser utilizados nas interpretacdes evolutivas.

Além disso, as descricdes das espécies tém sido feitas,
geralmente com base em caracteristicas morfolégicas e métricas, que
muitas vezes, refletem apenas a adaptacado do animal a diferentes nichos
ecologicos.

O conhecimento de  caracteristicas  genéticas,
citogenéticas, moleculares, ecologicas e de comportamento dos
quirépteros tém aumentado significativamente, pois tem ajudado a
substanciar hipéteses de relacionamentos evolutivos, formuladas com
base em consideracdes filogenéticas.

Os estudos em Chiroptera tém mostrado que as
caracteristicas citogenéticas e moleculares sdo importantes nas analises
comparativas entre espécies de diferentes géneros, fornecendo subsidios
para propostas sobre a evolucdo dos Microchiroptera. Um exemplo é o
trabalho de Volleth & Heller (1994), que envolveu a analise de cariotipos
de 59 espécies pertencentes a 23 géneros de Vespertilionidae. Com
base neste trabalho Simmons (1998) e Simmons & Geisler (1998)
propuseram a elevacao da tribo Myotini para a categoria de subfamilia, e
a exclusdo da subfamilia Tomopeatinae de Vespertilionidae, que foi

reconhecida como subfamilia de Molossidae.



A familia Phyllostomidae, embora classificada como
segunda em numero de espécies (143), supera todas as familias
neotropicais em nimero de géneros (cerca de 49). E também uma das
familias mais estudadas do ponto de vista biolégico, pois desperta o
interesse dos estudiosos de Evolugcdo porque representa a familia mais
diversificada em termos de estratégia alimentar (insetivoros, onivoros,
frugivoros, nectarivoros, carnivoros e sanguivoros). Apesar de haver
estudos em representantes das diferentes subfamilias, pela grande
diversidade de formas que representam, as interpretacdes evolutivas
tém limitado-se ao nivel do tdxon estudado (geralmente géneros e
espécies).

No Brasil ha registros da ocorréncia de 78 espécies
pertencentes a 31 géneros de Phyllostomidae. Apesar do fato de que os
Emballonuridae possam ter sido os ancestrais dos Phyllostomidae, os
poucos estudos comparativos realizados nao tém conseguido evidenciar o
relacionamento entre os membros das duas familias. Apesar desta
incerteza, a origem monofilética da familia € suportada por inUmeros
dados de natureza morfolégica, citogenética, bioquimica e molecular,
obtidos em estudos realizados em taxons geralmente inferiores ao nivel
de subfamilia (Patton & Baker, 1978; Baker et al., 1989, 1991; Van Den
Bussche, 1992; Gimenez et al., 1996).

Um género de Phyllostomidae muito especulado é

Artibeus. A sistematica das espécies deste género é ainda motivo de



muita controvérsia decorrente, muitas vezes, da falta de informacbes
adequadas sobre a distribuicdo geografica e a variagdo nos diferentes
tAxons. Apesar de alguns estudos fornecerem informacdes que auxiliam
a identificacdo e o reconhecimento das 19 espécies que compdem o
género, uma caracterizacdo mais precisa para cada uma delas é ainda
necessaria (Owen, 1988; Lim & Wilson, 1993; Pumo et al., 1996; Taddei
et al., 1998).

A familia Molossidae é também uma familia com origem
no Velho Mundo e que ocorre nas Américas. E composta de 86 espécies
insetivoras, sendo a terceira maior em numero de espécies.

A semelhanca de Phyllostomidae, a sistemética de
algumas espécies de Molossidae é incerta. Muitas questdes relativas a
sistematica e distribuicdo ndo estdo ainda bem estabelecidas, pois ndo ha
muitos estudos envolvendo analises representativas dos téxons, pela
dificuldade em se coletar esses animais, devido as suas caracteristicas de
comportamento e habito. Entre os estudos mais abrangentes para
molossideos podemos citar o de Eger (1977) para Eumops, Freeman
(1981), que realizou um estudo multivariado em diferentes espécies,
Dolan (1989) que analisou espécies de Molossus e, Gregorin (2000), que
analisou filogeneticamente os diferentes géneros de Molossidae.

Embora as espécies do género Molossus sejam as mais
frequentemente encontradas em muitas regibes, a caracterizacao

especifica muitas vezes ndo é facil. As cinco espécies que compdem o



género Molossus (M. molossus, M. rufus, M. sinaloe, M. pretiosus,
M. currentium) sdo morfologicamente muito semelhantes, e os cranios das
diferentes espécies sdo dificeis de serem distinguidos. Inicialmente as
maiores espécies de Molossus foram agrupadas juntas (M. rufus, M.
sinaloe e M. pretiosus) e separadas das menores (M. molossus, M.
currentium).  Alguns autores na tentativa de melhor caracterizar as
espécies associaram a caracteristica de tamanho, outras, como tipo,
comprimento e coloragdo do pélo. No Brasil sdo encontradas quatro
espécies: M. molossus, M. rufus, M. pretiosus e M. currentium. A
distincdo morfolégica entre elas é dificil. Através das analises
morfométricas constatou-se que as principais caracteristicas externas e
cranianas distintivas entre M. rufus e M. molossus sao relativas ao
tamanho. M. rufus é proporcionalmente maior que M. molossus. Embora
o tamanho seja a condi¢do distintiva mais evidente, ha dificuldades na
identificacdo quando se comparam as formas extremas das espécies.

Uma outra espécie de Molossus muito proxima
morfologicamente a M. rufus é M. pretiosus, considerada como co-
especifica com M. rufus por Handley (1966) e espécie distinta de M. rufus
por Jones et al. (1971) e Freeman (1981). Até recentemente ndo havia
nenhuma descricdo da ocorréncia de M. pretiosus no Brasil, até Gregorin
& Taddei (2000) registrarem a ocorréncia da espécie no estado do Mato

Grosso. M. currentium, embora com registro em areas marginais do



territorio brasileiro tem similaridade morfologica com M. molossus
(Gregorin & Taddei, 2002).

A familia Vespertilionidae, com distribuicdo no Velho
Mundo e Novo Mundo, constitui um grupo bastante diversificado e contém
cerca de um terco das espécies de morcegos (Koopman, 1993). A
proposta mais recente de classificacdo para os Vespertilionidae foi
apresentada por Simmons (1998), e nela foram reconhecidas cinco
subfamilias: Vespertilioninae (27 géneros e 180 sp), Myotinae (2 géneros
e 86 sp.), Miniopterinae (1 género e 10 sp.), Murinae (2 géneros e 16 sp.)
e Kerivoulinae (1género e 22 sp.).

Nas Américas ha registro da ocorréncia de 74 espécies
de Vespertilionidae, das quais 19 ocorrem no Brasil (Taddei & Aguiar,
1995). As espécies que ocorrem no Brasil pertencem aos géneros
Eptesicus (4 sp.), Histiotus (3 sp.), Lasiurus (5 sp.), Myotis (6 sp.) e
Rhogeessa (1 sp.). As espécies dos géneros Eptesicus (32), Histiotus
(4), Lasiurus (7) e Rhogeessa (7) estdo incluidas na subfamilia
Vespertilioninae, enquanto que a subfamilia Myotinae constitui-se pelas
espécies de Myotis (85) e Lasionycteris (1).

Em decorréncia do grande numero de espécies da
familia a sistematica ao nivel familial € controversa, e o reconhecimento
das espécies dos géneros com elevado numero de espécies como

Eptesicus e Myotis, ndo € simples.



O género Myotis € um dos géneros de Mammalia com
maior numero de espécies, distribuidas por todos os continentes e
encontradas em uma ampla variedade de situacdes ecoldgicas. Embora
exista na literatura uma série de informacdes sobre a ecologia,
comportamento e fisiologia de Myotis, a sistemética e os relacionamentos
filogenéticos da maioria das espécies ainda ndo estdo bem esclarecidos.

Taxonomicamente Myotis diferencia-se dos outros quatro
géneros de vespertilionideos brasileiros: Lasiurus, Eptesicus, Histiotus e
Rogheessa por apresentar dois dentes incisivos superiores praticamente
de igual tamanho, caracteristica compartilhada também por Histiotus e
Eptesicus e, trés pré-molares superiores e inferiores, caracteristica
presente somente em Myotis.

A espécie M. albescens € morfologicamente muito
semelhante a M. nigricans. As diferencas consideradas na separagao das
duas espécies ndo sdo sempre evidentes. Os limites de cada uma das
caracteristicas para as duas espécies sao determinados visualmente.
Considerando que a maioria das caracteristicas morfologicas sé&o
adaptativas a diferentes nichos ecologicos, situagdes como as observadas
em M. albescens e M. nigricans também ocorrem com outras espécies de
Myotis, evidenciando a necessidade de estudos que considerem outras
caracteristicas que possam auxiliar nas interpretacdes sistematicas.

Em situacdbes como as observadas para Artibeus,

Molossus, Eumops, Myotis e Eptesicus, a caracterizacdo das espécies



guanto a outros aspectos, como por exemplo moleculares, podem ajudar
sobremaneira a identificacéo das espécies.

A escolha do conjunto de caracteristicas a ser avaliado
depende do problema taxondmico que estd sendo considerado. Em
Chiroptera a evolugéo nao ocorreu na mesma taxa em todas as linhagens,
assim, alguns dados que sdo altamente informativos em algumas partes
de uma arvore filogenética, podem nao ser para outras. Por isso muitos
pesquisadores tém procurado combinar os varios tipos de dados nas suas
analises e assim fornecer resolucdo e estabilidade nos resultados das
interpretacdes e hipéteses filogenéticas.

O uso de técnicas moleculares na sistematica de alguns
grupos de morcegos tem fornecido informacdes Uteis, que na maioria das
vezes ndo sdo obtidas pelos estudos morfolégicos, permitindo assim a
reavaliacdo das hipoteses de relacionamentos, e com isso propiciado
grandes avangos na taxonomia de Chiroptera (Bickham et al., 1991;

Sinclair et al., 1995; Baker et al., 2000; Van Den Bussche et al., 2001).

2. Marcadores moleculares como ferramentas no estudo da
variagao genética.

O potencial evolutivo de uma populacdo é determinado

pelo grau de variacdo genética. Desse modo, a quantidade de variacéo

genética de uma populacdo € um parametro fundamental nos estudos

evolutivos.



O estudo da variabilidade genética € baseado no uso de
marcadores. Até meados da década de 60, os marcadores utilizados
eram controlados por genes associados a caracteres morfolégicos, em
geral fenotipos de facil identificacdo visual. Marcadores fenotipicos séo
faceis de serem identificados, mas em alguns casos dificeis de serem
avaliados com precisdo, principalmente por causa da interferéncia do
meio ambiente ou de genes modificadores.

Os recentes avancos na biologia molecular abriram
novas perspectivas para a pesquisa em conservacao de espécies e para
os estudos de biologia populacional e taxondmicos. Pela primeira vez a
variacdo encontrada em plantas ou animais pdde ser analisada ao nivel
do DNA. Diferencas nas sequéncias génicas podem ser diretamente
observadas e descritas com um grau de precisdo impraticavel ha pouco
tempo atras.

O surgimento da técnica de PCR na década de 80
desenvolvida por Mullis & Faloona (1987), permitindo a sintese enzimatica
de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA, provocou uma
verdadeira revolucdo nas técnicas de biologia molecular, facilitando muito
o trabalho de laboratério.

PCR (Polymerase Chain Reaction - reagdo da
polimerase em cadeia), € uma técnica poderosa, que envolve a sintese
enzimatica in vitro de milhdes de copias de um segmento especifico, pela

extensdo simultanea do primer nas fitas complementares de DNA, na



presenca da enzima DNA polimerase. Ela baseia-se no anelamento e
extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos (pequenas
moléculas de DNA de fita simples) utilizados como iniciadores {rimers)
gue delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla alvo da amplificacéo.

Esta tecnologia abriu caminho para uma mudanca no
paradigma genético basico: o da inferéncia do gendtipo a partir do
fendtipo, onde Mendel foi pioneiro, para a analise genética direta da
variagdo na sequéncia de DNA. Um dos aspectos mais fundamentais da
revolucdo causada pela PCR foi a possibilidade de gerar grandes
guantidades de DNA, através da amplificacdo de segmentos especificos
do genoma, que podem ser facilmente detectados em gel de eletroforese
através de corantes especificos.

Atualmente, muitos métodos estdo disponiveis para
analisar a diversidade molecular em espécies animais e vegetais. Essas
metodologias diferenciam-se pela técnica utlizada para revelar a
variabilidade ao nivel de DNA, e assim variam quanto a habilidade de
detectar diferencas entre individuos, populacdes e espécies, facilidade de
uso, consisténcia e reprodutibilidade (Milach, 1998).

AFLPs, RAPDs, SCARs, sdo exemplos das muitas
técnicas baseadas em PCR que abriram novas e inUmeras possibilidades
de utilizac&o do polimorfismo encontrado na molécula de DNA.

Como a técnica de RAPD é baseada na amplificacao de

segmentos multiplos e aleatdrios do DNA gendmico, ela tem a vantagem



de usar pequenas quantidades de DNA, nao requerer conhecimento
prévio do genoma e fornecer um grande numero de marcadores (Hadrys
et al.,1992), permitindo analises genéticas rapidas de organismos
pequenos e de grande numero de individuos em tempo relativamente
curto. Devido ao fato dessa técnica ndo necessitar de clonagem,
sequenciamento de nucleotideos ou hibridacdo por Southern blot, ela tem
permitido a deteccdo rapida e efetiva dos polimorfismos e marcadores
genéticos em uma grande quantidade de plantas e animais. E uma
técnica rapida e relativamente barata quando comparada com as demais
classes de marcadores moleculares (van Heusden & Bachmann, 1992).

Uma vez que o primers sdo de tamanho intermediario
(na ordem de 10 pares de base), multiplos fragmentos amplificados em
diferentes graus (de diferentes loci) estdo usualmente presentes para
cada primer em cada genoma. Dessa forma, o niUmero de locus que pode
ser examinado é ilimitado. Pelo fato dos primers consistirem de
sequéncias casuais, ndo discriminando entre regides codificadoras e nao
codificadoras, é razoavel supor ser esta uma técnica de amostragem do
genoma mais casual que os métodos convencionais (Lynch & Milligan,
1994).

Esses fragmentos produzidos por RAPD, podem ser
separados por tamanho sobre um gel de eletroforese e visualizados por
corantes especificos, eliminando a necessidade de sondas radioativas.

Esta técnica, diferentemente das convencionais permite amostrar o



genoma em um caminho altamente aleatério (Willams et al., 1990).
Assim, como cada primer dirige a sintese de varios segmentos de DNA
simultaneamente, em diversos pontos do genoma, 0 resultado é a
presenca de varias bandas no gel. Esta técnica pode detectar altos niveis
de polimorfismos de DNA e pode, apds serem caracterizados, produzir
excelentes marcadores genéticos espécie-especificos, que podem ser
utiizados na caracterizacdo das diferentes espécies (Welsh & Mc
Clelland, 1990; Williams et al., 1990).

Além disso, os segmentos RAPD uma vez amplificados e
separados por eletroforese podem ser facilmente isolados do gel,
mantidos na forma de uma biblioteca genémica in vitro sem necessidade
de vetores, e amplificados via PCR sempre que necessario. Estes
segmentos podem ser utilizados como sondas para a deteccdo de RFLP
em locus de cépia Unica ou em locus hipervariaveis, dependendo do seu
conteldo em termos de numero de coépias nas sequéncias internas
(Grattapaglia & Sederoff, 1994).

Os dados experimentais de mapeamento genético em
diversas espécies indicam que os loci de marcadores RAPD estéo
distribuidos ao acaso ao longo do genoma, sem evidéncias de
agrupamento de marcadores em regides especificas. As sequéncias
internas dos segmentos amplificados pertencem a todas as classes de

abundancia de DNA no genoma, desde sequéncias de copia Unica até



altamente repetitivas (Williams et al., 1993; Grattapalia & Sederoff, 1994;
Plomion et al., 1995).

Apesar das inUmeras vantagens dos marcadores RAPD,
eles tém algumas limitacbes. Um deles é a de serem herdados como
marcadores dominantes (Williams et al., 1990), sendo esta a maior
desvantagem da técnica, pois este modelo de heranca ndo permite
identificar os produtos de diferentes loci. Ao se observar uma banda
RAPD no gel ndo € possivel distinguir se aquele segmento originou-se a
partir de uma ou de duas copias da sequéncia amplificada.

Assim, podem fornecer algum viés em alguns parametros
genéticos, quando comparados com outros marcadores multi - alélicos e
co-dominantes (Lynch & Milligan, 1994).

Apesar dessas limitagdes, os marcadores RAPD, como
j& mencionado, apresentam varias vantagens quando comparados com
outros marcadores moleculares, entre elas: (1) os experimentos sao
simples e répidos, ndo sendo necessarias grandes preparacles, tais
como isolamento de sondas de DNA clonado, Southern blots, ou
sequenciamento de nucleotideos; (2) ndo requer conhecimento prévio de
sequéncias especificas para os primers, podendo ser usada uma série de
primers universais; (3) ndo utiliza sondas radioativas; (4) necessita de
baixa quantidade de DNA gendmico para a analise; (5) permite a

visualizacdo de grande quantidade de polimorfismos; e (6) ndo requer



experiéncia aprofundada em biologia molecular e nem instalacdes
sofisticadas de laboratério (Halward et al., 1992).

Além das vantagens citadas, pela natureza dos dados
dos marcadores RAPD, eles também tém sido utilizados em estudos
filogenéticos (van de Zande & Bijlsma, 1995; Millan et al., 1996; Marillia e
Scoles, 1996) e epidemiolégicos (Garcia et al., 1998), demonstrando uma
boa aplicabilidade também nestas areas.

Assim, pela abrangéncia das aplicacfes da técnica de
RAPD e pelos muitos aspectos evolutivos ainda nao esclarecidos em
diversos taxons de Chiroptera, vimos justificada a proposta de utilizacédo
da técnica RAPD em morcegos, onde sdo pouco os estudos com essa

metodologia.



Il. OBJETIVOS

Com base no exposto na Introducéo e, na énfase em
obter informagdes que possam colaborar na caracterizacao e identificacao

das espécies de morcegos, pretendeu-se:

a) Obter através da técnica de RAPD, marcadores moleculares espécie -
especificos que possam ser utilizados para a caracterizacao de

espécies de Molossidae, Vespertilionidae e Phyllostomidae, e

b) Verificar através de hibridac&o in situ fluorescente, a especificidade
desses marcadores, a fim confirmar a homologia e testar a
aplicabilidade desses marcadores como sonda nos processos de

hibridacdes.



. MATERIAL E METODOS

A. Parao Estudo Molecular
1. Espécies
Foram analisados no presente estudo, quatro espécimes
(dois machos e duas fémeas) de cada uma das sete espécies
pertencentes a trés familias de Chiroptera: Eumops perotis, Eumops
glaucinus, Molossus molossus, Molossus rufus (Molossidae), Eptesicus
furinalis e Myotis nigricans (Vespertilionidae) e Artibeus planirostris
(Phyllostomidae) (Tabela 1).
Os 28 espécimes analisados foram obtidos em coletas
realizadas em &rea urbana e rural da regido de S&o José do Rio Preto e
Aracatuba/SP, através do procedimento usual com redes do tipo “mist-
nets”, dispostas nas possiveis rotas de voo e saidas de abrigo. Apds
capturados, os animais foram transportados ao laboratoério e processados
para o estudo molecular e citogenético. Todos os exemplares foram
depositados na Colecao de Quirépteros do Departamento de Zoologia e

Botanica do IBILCE-UNESP — SJRP.



Tabela 1. Discriminacéo dos espécimes coletados pela familia, espécie,
namero de registro, sexo e procedéncia. M= macho; F=fémea.

Familia Espécie Numero de Sexo Procedéncia
Registro(CFC)
Molossidae M.molossus 247 M S.J. Rio Preto
560 M Bady Bassit
290 F S.J. Rio Preto
306 F S.J. Rio Preto
M. rufus 288 M S.J. Rio Preto
291 M Cedral
292 F Cedral
435 F S.J. Rio Preto
E. glaucinus 246 M S.J. Rio Preto
285 M S.J. Rio Preto
269 F S.J. Rio Preto
355 F S. J. Rio Preto
E. perotis 323 M S. J. Rio Preto
384 M Bady Bassit
385 F Bady Bassit
394 F S.J. Rio Preto
Vespertilionidae M. nigricans 584 M S.J. Rio Preto
591 M S.J. Rio Preto
485 F Aracatuba
670 F S.J. Rio Preto
E. furinalis 295 M S. J. Rio Preto
297 M S.J. Rio Preto
294 F S.J. Rio Preto
296 F S.J. Rio Preto
Phyllostomidae  A. planirostris 265 M Nova Alianga
688 M S.J. Rio Preto
272 F Neves Paulista
672 F S.J. Rio Preto




2. Extracdo do DNA gendmico para o experimento RAPD
O DNA gendmico total foi extraido de fragmentos de

pulm&o, rim ou figado, obtidos durante o procedimento de retirada de
biopsia para a iniciacdo de culturas celulares. O procedimento de
extracdo do DNA envolveu a lise das células com tampéo de lise (10 mM
Tris HCI, 1 mM EDTA, 100 mM Nacl, 0,5 % Tween 20), ap0s maceracao
do tecido, seguida de digestao enzimatica por proteinase K (200 ng/ml)
overnigtht. A solucéo viscosa obtida foi centrifugada, as proteinas
precipitadas com acetato de potassio (5 M) e o DNA precipitado pela
adicao de etanol absoluto gelado. O DNA obtido foi recolhido, diluido em
tampé&o TE (10 mMTris/ImM EDTA) e ap0s ser feita uma estimativa da

concentracdo em espectrofotdmetro, foi estocado 4—20° C.

3. Oligonucleotideos
Para a amplificacdo do DNA e verificacdo dos
polimorfismos RAPD foi utilizada uma série de 20 primers sintetizados
artificialmente pela Life Technologies do Brasil Ltda., selecionados
segundo seu contetdo G+C (em %) e com base na consisténcia em
amplificar um grande nimero de bandas analisaveis e reproduziveis. Os
primers estao discriminados a seguir pelos codigos de referéncias e

sequéncias de bases, como indicado abaixo.



Primer 1: GAA ACG GGT G (60%)
Primer 2: CAG CAC CCA C (70%)
Primer 3: GTT GCG ATC C (60%)

Primer 4: ACA CCG GAA C (60%)
Primer 5: GAC TGC CTC T (60%)

Primer 6: GTG ACC GAG T (60%)
Primer 7: AGC AGC GCA C (70%)
Primer 8: AGA CGA TGG G (60%)
Primer 9: GAC GTG GTG A (60%)

Primer 10: GTG AAT GCG G (60%)

Primer 11: CAG GCC CTT C (70%)
Primer 12: TGG GGC TGT C (70%)
Primer 13;: CCC GTT GCC T (70%)
Primer 14: GTC CGG AGT G (70%)
Primer 15: TTC AGG GCA C (60%)
Primer 16: TGT GGC AGC A (60%)
Primer 17: ACA GCC TGC T (60%)
Primer 18: GGT CGA TCT G (60%)
Primer 19: GGG TAA CGC C (70%)

Primer 20: TGC GAG AGT C (60%)

4. Amplificacdo do DNA

As reacbes de amplificacdo foram realizadas através da
reacdo em cadeia da polimerase PCR), segundo protocolo descrito por
Willians et al. (1990), com modificacdes. As amostras foram preparadas
em volumes de 15 ul contendo a seguinte mistura de reagentes e
concentracao: MgCh (1,5 mM), dNTPs (200 uM), primer (50 pmol), BSA
(0,5 ug/ml), DNA genbémico (25 ng) , Taqg DNA polimerase (1U) e tampéo
de reacdo e 4gua em volume variavel.

A reacao de PCR foi feita em ciclador Perkin Elmer (gene
utilizando-se um ciclo inicial de 3 minutos a

Amp PCR System 2400 ),

94° C, para a inativacdo de possiveis proteases ainda ativas que possam



interferir na reacéo enzimatica, seguido de 43 ciclos de amplificacdo com
30 segundos a 94° C para desnaturacéo do DNA, 1 minuto a 35° C para
o anelamento dos primers e 2 minutos a 72° C para a extensdo das
cadeias. Ao final do Gltimo ciclo, a temperatura de 72° C foi mantida por
5 minutos permitindo a extensédo final das cadeias de DNA com fita
simples recém — sintetizadas.

Todas as amplificacdes foram repetidas pelo menos uma

vez para verificacao da reprodutibilidade das bandas.

5. Deteccao dos fragmentos

Para a separacdo e identificacdo dos fragmentos
amplificados, uma amostra de 7ul de cada produto de amplificacdo por
PCR foi aplicada em gel de poliacrilamida 8% (Bis-Acrilamida 30%, TBE
10X, Glicerol, APS 10% e TEMED). Em aparelho de eletroforese
vertical, na presenca de tampdo TBE 1X (Trizma Base, Acido Bérico e
EDTA 0,5 M, pH 8,0) o gel foi exposto a uma corrente constante de 124
volts por 4,5 horas a temperatura de 25°C. Os fragmentos gerados por
amplificacdo foram visualizados apés a coloracdo do gel com nitrato de
prata. Os géis foram secos e preservados envoltos em pelicula de

celofane.



6. Andlise dos dados

As bandas produzidas em cada amplificacdo e para cada
individuo foram analisadas diretamente no gel quanto a presenca ou
auséncia, intensidade e tamanho, este estimado da comparagdo com um
marcador de tamanho molecular padréo (100 pb DNA Ladder — BioLabs).

O tamanho de cada um dos fragmentos amplificados foi
estimado em pares de bases, através do célculo da distancia entre o
fragmento e a banda do DNA marcador de peso molecular mais proxima.

Para uma padronizacdo na analise das bandas foram
adotadas as seguinte premissas:

1%) a interpretacdo das bandas nos géis é inambigua, ou
seja, “alelos” de loci diferentes ndo migram na mesma posicdo em um
gel, e o investigador é totalmente capaz de fazer a correspondéncia entre
bandas de diferentes individuos e espécies, tanto no mesmo gel, quanto
em géis diferentes;

2%) cada locus pode ser tratado como um sistema de
dois alelos, com um dos alelos sendo amplificado pela PCR. O alelo
“‘nulo” tem a sua amplificacdo impedida devido a perda ou ao nao
reconhecimento de um sitio de iniciagdo. Este fato € o responsavel pelo
comportamento dominante dos marcadores RAPD.

Foram consideradas todas as bandas nitidas e/ou
fortemente coradas que ocorreram em no minimo um individuo (3,6%) e

nas duas amplificacdes com o mesmo primer. As bandas amplificadas



apenas nos quatro individuos de uma mesma espécie foram consideradas
espécie-especificas.

As bandas analisadas diretamente no gel foram
identificadas por numeros e registradas para cada individuo. Com os
dados de presenca (1) ou auséncia (0) das bandas foi construida uma
matriz binéria, que foi utilizada na analise numérica e filogenética.

Para as analises numéricas foi utilizado o software
Popgene versdo 1.31. Através delas foram calculadas as porcentagens
de polimorfismos obtidos com cada primer e no conjunto de primers, para
as espécies separadamente e para o conjunto de espécies.

Também foram calculados os indices de diversidade
génica segundo Nei (1973), da diversidade de Shannon (Lewontin, 1972),
assim como da identidade genética e as distancias genéticas entre as
espécies. Os dados também foram usados para uma andlise de cluster
através de UPGMA (incluido no software Popgene).

As analises filogenéticas foram feitas através do
software PAUP, versdo 4.0b/0, utlizando-se os algoritmos UPGMA e
Neighbor — joining e, como medida de apoio estatistico, foi feito o teste de

bootstrap com 1000 réplicas.



B. Para o Estudo Citogenético Molecular
1. Espécies
No presente estudo foram analisadas preparacoes
cromossomicas de seis exemplares pertencentes a seis espécies, ou
seja, E. glaucinus, E. perotis, M. rufus, E. furinalis, M. nigricans e A.

planirostris.

2. Culturas celulares
As preparacgdes cromossOmicas foram obtidas a partir de
medula dssea e cultura de fibroblastos, conforme protocolos apresentados
em Varella-Garcia & Taddei (1989) e Morielle — Versute & Varella— Garcia

(1995).

a) Preparacdo direta de medula 6ssea

Nos animais submetidos ao estudo citogenético foram
injetados subcultanea e dorsalmente, 0,2ml de suspensdo de fermento
glicosado para cada 25 g de peso corporal. ApOs cerca de 24 horas
injetou-se intra-peritonialmente, 0,2 ml de colquicina 0,05%, para cada
25 g de peso corporal, para inibir a formacao do fuso mitético nas células
estimuladas.

Decorridos 30 a 40 minutos da injecdo de colquicina, os
animais foram mortos, seus Umeros removidos e a medula recolhida em
um tubo de centrifuga através de lavagens com solucdo salina de Hanks

(NaCl, glicose, NapHPO., KCI, KH,PO4 e vermelho fenol) e auxilio de



uma seringa. As massas celulares foram desfeitas por sucessivas
aspiracbes com a propria seringa e a suspenséao foi centrifugada por 5
minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado, e foram
acrescentados ao precipitado 8ml de solucéo hipotonica de KCI 0,075M a
37°C. Apés 30 minutos de incubacdo a 37°C a suspensdo foi
centrifugada por 5 minutos a 1000 rpm, o sobrenadante foi descartado e
foram adicionados 8 ml de fixador metanol — acido acético 3:1.

ApOs repouso de 15 minutos, a suspensdo foi
centrifugada, desprezou-se o sobrenadante e novo volume de fixador foi
adicionado. Essa operacdo foi repetida mais duas vezes, sempre
ressuspendendo-se o precipitado em 0,5 — 1,0 ml de fixador. O material

foi entdo, pingado em laminas molhadas e geladas.

b) Cultura de fibroblastos

As culturas de fibroblastos foram obtidas a partir do
cultivo de fragmentos de pulmao obtidos em condicbes assépticas, apds
inciséo toracica.

Os pulmbes retirados foram colocados em frasco
contendo meio de cultura Ham 10 completo (10% de soro fetal bovino,
penicilina 1.000.000 U/ml, quemicetina 40.000 mg/ml e anfotericina B
5ug/ml) e conduzido a geladeira, onde permaneceu por 24 horas.

O frasco com os pulmdes foi levado para uma camara de

fluxo laminar, onde a biopsia foi transferida para uma placa de petri



contendo meio de cultura completo. Ela foi recortada varias vezes e 0s
recortes foram transferidos a superficie inferior de um ou mais frascos de
cultivo de células, nos quais foram adicionados 2 ml de meio Ham F-10
completo. Os frascos foram incubados em estufa a 37° C por 3 dias,
apos o que foram observados ao microscopio invertido para verificacdo de
aderéncia ao substrato, e proliferacdo celular. Na presenca de
crescimento celular, mais 3ml de meio foram adicionados. Os frascos
foram novamente conduzidos a estufa e observados diariamente para
verificar alteracbes do pH do meio, ocorréncia de contaminacdo por
fungos e bactérias e o indice de proliferacdo celular. Na presenca de
contaminacao ou auséncia de crescimento, os frascos foram descartados.
Quando o frasco estava forrado de células foi feita a
replicagem da cultura para obtencdo de maior nUmero de células. Para
isso retirou-se 0 meio do frasco e lavou-se a cultura com 5 ml de Hanks
sem célcio e magnésio. Acrescentou-se 1ml de solucéo de trpsina /EDTA
a 37°C por 1 minuto. Retirou-se a tripsina e adicionou-se 5 ml de meio
completo.  Agitou-se fortemente o frasco para que as células se
desprendessem. Metade do conteddo do frasco, cerca de 2,5 ml foi
transferido para outro frasco. Posteriormente, o volume dos frascos foi
completado para 5 ml com meio completo e os frascos retornaram a
estufa. As culturas com indices mitéticos elevados foram interrompidas
através da adicdo de colquicina e apods hipotonizacdo e fixacdo das

células. O material obtido foi pingado em laminas molhadas e geladas.



3. Preparacao da sonda

As sondas que foram utilizadas no procedimento de
hibridacdo foram obtidas a partir dos fragmentos amplificados,
identificados inicialmente pela andlise visual do gel, como espécie-
especificos.

As bandas contendo os fragmentos RAPD identificados
foram coletadas diretamente do gel de poliacrilamida. Os fragmentos
presentes na banda foram reamplificados com o mesmo primer que 0s
gerou. Para a visualizacdo dos fragmentos apds o procedimento de
hibridacdo eles foram marcados. A marcacao ocorreu pela incorporagéo
durante a amplificacdo, de dNTP marcado com biotina (Biotin —14- dATP
Gibco brl).

As sondas obtidas foram preparadas para a hibridacao.
Esta preparacdo envolveu a adicdo ao DNA marcado, de DNA de
esperma de Salméo (LifeTechnologies) e de Cotl DNA Humano
(Invitrogen), que juntos suprimem regides repetitivas e facilitam a
ligacdo da sonda as regides de afinidade.

Para cada lug de DNA marcado foram adicionados
50ug de DNA de esperma de salmdo. O DNA foi purificado pela adicdo
de 1/10 volumes de acetato de sédio 3 M, 2,5 volumes de etanol absoluto
gelado, congelamento a —20°C overnight e centrifugacédo por 30 minutos
a 12.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco e

dissolvido em 100 ul de tampéo TE (concentragéo final: 10 ng DNA/ul de



TE). Para cada 50 ng de DNA marcado e purificado foram adicionados
2,5 ug de Cot — 1 DNA humano. Apds nova precipitacdo com acetato de
sédio 3 M, etanol absoluto gelado, e centrifugacdo por 30 minutos a
12.000 rpm, o precipitado de DNA foi seco a 37 ° C por 15 minutos,
dissolvido em 100 ul de mistura de hibridagdo (50% formamida, 10% wi/v
dextran sulfato, 1% v/v tween 20 em 2x SSC) e incubado a 37° C por 5
minutos. Ap6s uma rapida centrifugacdo (2 segundos) a sonda foi
congelada a—20° C até o momento de uso.

Para a hibridacdo, a sonda foi desnaturada em banho a
75°C por 10 minutos, incubada em gelo por 5 minutos e centrifugada por 5
segundos. Em seguida, a sonda foi colocada em banho a 37° C por 30 —
45 minutos para o “pré — annelling” das seguéncias repetitivas.
Posteriormente, foi incubada em gelo por 5 minutos, centrifugada por 5
segundos e mantida no gelo até o uso. Para cada laminula 26 x 72 mm

foram aplicados 20 ul de sonda em cada lamina.

4. Hibridagéo in situ fluorescente
O procedimento de hibridacao in situ fluorescente seguiu
o protocolo rotineiramente utilizado no laboratério para hibridacao
gendmica.
Laminas com 14 dias de preparacdo, mantidas a
temperatura ambiente, foram pré- tratadas em uma série de alcéois (70,

85 e 100%) por 2 minutos cada a temperatura ambiente, secas, passadas



em acido acético 70% por um minuto e enxaguadas duas vezes, por
guatro minutos em PBS (1x). Ap6s nova desidratacdo na série de
alcoois, elas foram secas e limpas com solucdo de Rnase (1ul da solugéo
mae — 10 mg/ml — para 99 ul de 2xSSC pH 7,0), aplicada sobre as
laminas que foram cobertas com laminulas de plastico e incubadas por 30
minutos a 37° C em camara Umida com 2xSSC, pH 7,0. Em seguida, as
laminulas foram removidas e as laminas lavadas trés vezes em 2xSSC
pH 7,0, 5 minutos cada. ApOs passagem rapida em solucao de pepsina (
50 ml de agua, 42 ul de HCI 12 N e 50ul de pepsina solucdo estoque a
8%), as laminas foram desnaturadas em solucdo de formamida 70% pH
7,0 a 70° C por 2,5 minutos. A desnaturacdo foi interrompida pela
lavagem das laminas em uma série de alcoois gelados e, apds secarem,
foram colocadas para hibridar com a sonda de fragmento em camara
umida a 37° C por 48 horas. Depois da hibridacdo, as laminas foram
lavadas em formamida 50% em solucdo de 2XSSC a 42° C por 2 minutos
cada, e em um banho de 2xSSC a 42° C por 2 minutos. Em seguida
foram colocadas em solucdo bloqueadora | (5% w/v leite em po
desnatado em washing buffer I) & temperatura ambiente por 20 minutos e
enxaguadas em washing buffer | (4xSSC e 0,05% v/iv. Tween 20) a
temperatura ambiente por 5 minutos.

Para a deteccédo, as laminas foram incubadas com FITC-
avidina produzido pela Vector, diluido em bloqueador | na concentracao

2 ul : 1000ul a 37°C, por 20 minutos. Apds lavagem por 5 minutos em



washing buffer | e washing buffer Il (tamp&o TNE e 0,05% v/v tween 20),
adicionou-se anti-avidina também da Vector em bloqueador Il (5% v/v de
leite em p6 desnatado em washing buffer Il) na concentragdo 2 ul : 200 ul
e com washing buffer Il a 37° C, 5 minutos cada, passadas em um banho
de PBS (1x) a temperatura ambiente, desidratadas na série de alcoois,
secas e coradas com iodeto de propideo (IP) 0,3 ug/ml e diamidino-
fenilindole 0,5 ug/ml (DAPI).

Foram analisadas todas as metafases completas
presentes na lamina, assim como 0s nucleos presentes em trés campos
diferentes de cada uma das metades da lamina. As andlises foram
realizadas em microscépio de epifluorescéncia da Zeiss com lampada de
50 watt, em filtro apropriado. Os resultados foram documentados em

filme 400 asa (Kodak e Sanssung).



V. RESULTADOS

1. Padréao de bandas produzidas por RAPD

Foram critérios para a analise das bandas, intensidade
suficiente para uma visualizacdo nitida e distincdo de bandas adjacentes,
reprodutibilidade e observacdo por mais de uma pessoa. Todas as
bandas com as condi¢cdes pré-estabelecidas e observadas em um Gnico
individuo, isto é, com uma frequéncia de 3,6% foram consideradas. A
inespecificidade da maioria das bandas com frequéncia baixa foi
descartada pela repeticdo de algumas amplificagdes.  Assim, as
frequéncias das bandas variaram de 3,6 a 75,0% no conjunto de
espécies, e de 25 a 100% em cada espécie.

As Figuras 1 e 2 representam produtos de amplificacdo
do DNA gendbmico com os primers 1 e 10, para as sete espécies
analisadas. As imagens foram escolhidas para ilustrar os aspectos gerais
das bandas produzidas. Nas amplificacdes que esses géis representam,
assim como nas demais (néo ilustradas), foram observadas variacbes na
intensidade das bandas, refletindo diferencas na quantidade dos produtos
de amplificacéo dos fragmentos, e variagbes no tamanho dos fragmentos
produzidos que variaram de 500 a 100 pares de bases (pb).

A andlise dos géis e das bandas produzidas por RAPD

permitiu verificar que os vinte primers decameéricos aleatorios foram



habeis para produzir um numero satisfatério de bandas para as analises
propostas.

As bandas, identificadas e reconhecidas pelos tamanhos
dos fragmentos em pares de bases (pb) e produzidas pelos vinte primers,
foram identificadas por numeros (1 a 741). O registro das bandas quanto
a presenca ou auséncia no gel foi feito para cada individuo e espécie
separadamente. A presenca e a auséncia da banda foram representadas
por 1 e O respectivamente. Esses dados foram usados para a construgdo
de uma matriz binéria, que foi utilizada na analise estatistica e filogenética
para representar a variagdo genética especifica (representada pelos
guatro individuos analisados) e da populacdo (representada pelas sete
espécies e 28 individuos). Os dados foram analisados com o auxilio do
programa Popgene 1.31.

Conforme pode ser visualizado na Tabela 2, puderam
ser observadas no conjunto de individuos, espécies e primers, um total de
741 bandas. Todos os primers utilizados geraram bandas em ndamero
igual ou superior a 25, com uma meédia geral para o conjunto de
individuos e primers, de 37.

Ao observamos o0s primers e as espécies
individualmente, cada uma delas representando os quatro individuos
analisados, podemos notar que o numero total de bandas produzidas

variou em cada espécie. A espécie que apresentou maior numero de



bandas foi M. molossus (369) e a com menor namero foi E. glaucinus
(239).

Os dados da Tabela 3 mostram, além do namero total
de bandas produzidas pelos primers individuais, o0 nimero de bandas
polimérficas e as frequéncias relativas e médias observadas em cada
espécie. Note que as cinco maiores frequéncias médias de bandas
polimorficas foram produzidas pelos primers 1, 7, 8, 18 e 19. Contudo,
guando analisamos as espécies separadamente, 0s primers que
produziram as maiores frequéncias nao foram necessariamente o0s
mesmos cinco anteriores, indicando que houve variagdo na deteccao dos
polimorfismos dos individuos das espécies pelos diferentes primers.
Para a espécie M. molossus, 0s cinco primers mais polimoérficos foram,
em ordem descrescente de frequéncia, o 8, 16, 19, 7 e 12. Para a espécie
M. nigricans o primer mais polimorfico foi o 5 (59%), enquanto que para E.
perotis foi 0 15 (42,8%) (Tabela 3).

A analise das frequéncias de bandas polimorficas de
cada espécie, no conjunto de 20 primers, evidenciou também, que a
espécie mais polimorfica € M. molossus (43,0 %), seguida de M. nigricans
(40,1%), A. planirostris (32,9%), E. furinalis (31,4%), E. glaucinus (29,4%),
M. rufus (28,5%) e E. perotis (23, 1%) (Tabela 3 e Figura 3).

Todos os 741 fragmentos amplificados pelos 20 primers
foram polimorficos quando considerados o conjunto de espécies, 5 foram

monomorficos para mais de uma espécie e 8 monomdérficos para uma



Unica espécie, estes Ultimos avaliados como fragmentos/bandas espécie-
especificos. As bandas monomorficas foram identificadas pelos primers
2,4, 6, 7, 8 e 11. Lembramos aqui, que trés deles (2, 7 e 8) estédo
incluidos entre os que apresentaram a maior frequéncia média de bandas
polimorficas.

A espécie para a qual foi detectado o maior nimero de
bandas monomorficas espécie-especifica foi M. nigricans, com 4 bandas,
cujos tamanhos dos fragmentos correspondem a 130, 150, 226 e 275 pb.
Duas bandas foram monomorficas para M. molossus ( 133 e 485 pb) e
uma banda foi monomorfica para E. furinalis ( 110 pb) e E. glaucinus

(231 pb) (Tabela 4, Figuras 4 a 9 e Anexo 1).
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Figura 1: Perfil do gel de RAPD para o primer 1 de 28 individuos (14M e
14F) das espécies: A- Molossus molossus (colunas 1-4), Molossus rufus
(colunas 5-8), Myotis nigricans (colunas 9-12) e Artibeus planirostris
(colunas 13-16) e B- Eumops glaucinus (1-4), Eumops perotis (colunas 5-
8) e Eptesicus furinalis (9-12). A coluna L contém padrdo de peso
molecular (100pb).
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Figura 2: Perfil do gel de RAPD para o primer 10 de 28 individuos (14M e
14F) das espécies: A- Molossus molossus (colunas 1-4), Molossus rufus
(colunas 5-8), Eumops glaucinus (colunas 9-12) e Eumops perotis (colunas
13-16); B- Myotis nigricans (colunas 1-4), Eptesicus furinalis (colunas 5-
8) e Artibeus planirostris (colunas 912). A coluna L contém padrédo de
peso molecular (100pb). M = macho, F = fémea.



Tabela 2. Primer e nimero de bandas produzidas em cada espécie e no
conjunto de espécies. M.m= M. molossus, M.r.= M. rufus, E.g. =
E. glaucinus, E.p.= E. perotis, M.n.= M. nigricans, E.f.=E.
furinalis, A.p.= A. planirostirs.

Espécie

E.p.

Primer M.m M.r. E.g. M.n. E.f. A.p. Total

1 17 18 13 10 13 14 10 33
2 18 17 17 17 22 13 5 38
3 24 8 13 5 20 15 13 48
4 18 11 12 11 23 14 16 42
5 15 8 15 14 24 10 9 39
6 25 16 12 16 12 15 8 39
7 28 19 17 20 26 16 12 45
8 26 26 23 22 29 12 19 42
9 17 6 14 10 18 13 10 38
10 22 13 12 7 18 17 14 41
11 14 10 15 16 18 14 17 35
12 18 15 7 13 12 21 10 33
13 17 12 7 12 13 17 14 36
14 13 10 11 10 17 7 16 38
15 9 11 11 15 22 13 9 35
16 19 9 3 8 15 15 17 29
17 19 16 12 9 20 9 13 35
18 19 15 13 11 16 14 11 35
19 20 9 3 13 18 19 17 35
20 11 11 9 7 6 9 8 25

Total 369 260 239 246 362 277 248 741




Tabela 3. NUmero de bandas totais (T), polimorficas (P) e frequéncias
relativas (Fr) e médias (Fm) das bandas polimorficas produzidas
pelos primers nas sete espécies analisadas. * = cinco
maiores frequéncias

Espécies

M. molossus M. rufus E. glaucinus E. perotis
Primer

P Fr P Fr P Fr P Fr
1 33 12 36,3 17 51,5 13 394 12 36,3
2 38 17 447 13 34,2 19 50,0 15 39,5
3 48 22 45,9 8 16,7 11 22,9 3 6,3
4 42 12 28,6 8 19,1 6 14,3 7 16,7
5 39 10 25,6 6 15,4 15 38,4 13 33,4
6 39 6 15,4 12 30,7 11 30,8 8 20,6
7 45 24 53,4 15 33,4 16 35,3 15 33,4
8 42 35 83,4 15 35,7 24 57,1 17 40,4
9 38 14 36,8 6 15,8 14 36,8 4 10,6
10 41 20 48,7 12 29,3 8 19,6 2 4,8
11 35 13 37,1 4 11,4 15 42,8 13 37,1
12 33 17 51,5 13 39,4 7 21,2 7 21,3
13 36 17 47,2 11 30,6 7 19,4 6 16,7
14 38 13 34,3 9 23,6 11 29,0 6 15,8
15 35 7 20,0 9 25,8 11 315 15 42,8
16 29 16 55,2 9 31,1 1 3,5 2 6,9
17 35 17 48,6 9 25,8 12 34,3 8 22,8
18 35 18 51,4 15 42,8 9 25,7 5 14,3
19 35 19 54,3 9 25,8 1 2,8 11 31,4
20 25 10 40,0 11 44,0 7 28,0 2 8,0
Total 741 319 211 218 171

Fm 43,0 28,5 29,4 23,1




Cont. Tabela 3. Numero de bandas totais (T),
frequéncias relativas (Fr) e médias (Fm) das bandas
polimorficas produzidas pelos primers nas sete espécies
analisadas. * = cinco maiores frequéncias

polimérficas (P) e

Espécies

M. nigricans E. furinalis A. planirostirs
Primer

P Fr P Fr P Fr Fm
1 33 13 39,4 13 39,4 10 30,3 39,0*
2 38 10 26,3 11 29,0 5 13,1 34,0
3 48 16 334 13 27,0 15 31,3 26,0
4 42 19 45,2 13 31,0 16 38,1 27,6
5 39 23 59,0 8 20,6 9 23,0 30,8
6 39 7 18,0 13 33,4 8 20,6 30,2
7 45 21 46,7 14 31,2 12 26,7 37,0%
8 42 23 54,7 10 23,8 19 45,2 48,6*
9 38 16 42,2 11 29,0 10 26,3 28,2
10 41 18 43,9 9 22,0 13 31,8 28,5
11 35 8 22,8 12 34,3 17 48,6 334
12 33 10 30,3 18 54,6 10 30,3 354
13 36 9 25,0 15 41,7 14 38,4 31,4
14 38 16 42,2 6 15,7 16 42,2 28,9
15 35 18 51,5 11 31,5 7 20,0 31,7
16 29 14 48,2 12 41,3 16 55,2 34,5
17 35 17 48,6 7 20,0 12 34,3 334
18 35 16 45,8 14 40,0 11 315 36,0%
19 35 17 48,6 15 42,8 16 45,8 36,0*
20 25 6 24,0 8 32,0 8 32,0 29,6
Total 741 297 233 244
Fm 40,1 31,4 32,9
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Figura 3. Grafico de barras mostrando as
frequéncias de bandas polimérficas produzidas
pelos 20 primers nas espécies estudadas. (M.m: M.
molossus, M.n: M. nigricans, A. p: A. planirostris, E.f:
E. furinalis, E. g: E. glaucinus, M.r: M. rufus e E.p: E.
perotis).



Tabela 4. Numero de bandas identificadas como espécie- especifica e
tamanho dos fragmentos a que correspondem.

Primer Espécie

E.glaucinus M. molossus E.furinalis M.nigricans

2 - - - 1/275pb
4 1/231pb 1/485pb - -
6 - 1/133pb - 1/150pb
7 - - 1/110pb -
8 - - - 1/130pb

11 - - - 1/226pb
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Figura 4: Perfil do gel de RAPD para o primer 2 de 16 individuos (8M e 8F)
das espécies: Myotis nigricans (colunas 1-4), Eumops glaucinus (colunas
5-8), Eumops perotis (colunas 9-12) e Eptesicus furinalis (colunas 13-16).
A coluna L contém o padrao de peso molecular (100pb). A seta aponta para
a banda do fragmento monomorfico de 275pb. M = macho, F = fémea.
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Figura 5: Perfil do gel de RAPD para o primer 4 de 16 individuos (8M e 8F)
das espécies: Molossus molossus (colunas 1-4), Molossus rufus (colunas
5-8), Eumops glaucinus (colunas 9-12) e Eumops perotis (colunas 13-16).
A coluna L contém o padrdo de peso molecular (100pb). As setas apontam
para as bandas dos fragmentos monomorficos de 231 pb e 485pbh. M =
macho, F = fémea.
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Figura 6: Perfil do gel de RAPD para o primer 6 de 16 individuos (8M e 8F)
das espécies: Molossus molossus (colunas 1-4), Molossus rufus (colunas
5-8), Myotis nigricans (colunas 912) e Artibeus planirostris (colunas 13-
16). A coluna L o contém padrdo de peso molecular (100pb). As setas
apontam para as bandas dos fragmentos monomarficos de 133pb e 150pb. M
= macho, F = fémea.
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Figura 7:  Perfil do gel de RAPD para o primer 7 de 16 individuos (8M e 8F)
das espécies: Myotis nigricans (colunas 1-4), Eumops glaucinus (colunas 5
8), Eumops perotis (colunas 9-12) e Eptesicus furinalis (colunas 13-16). A
coluna L o contém padrdao de peso molecular (100pb). A seta aponta para a
banda do fragmento monomoérfico de 110pb. M = macho, F = fémea.
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Figura 8: Perfil do gel de RAPD para o primer 8 de 16 individuos (8M e 8F)
das espécies: Myotis nigricans (colunas 1-4), Eumops glaucinus (colunas
5-8), Eumops perotis (colunas 9-12) e Eptesicus furinalis (colunas 13-16).
A coluna L contém o padrao de peso molecular (100pb). A seta aponta para
a banda do fragmento monomorfica de 130 pb. M = macho, F = fémea.
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Figura 9:  Perfil do gel de RAPD para o primer 11 de 16 individuos (8M e
8F) das espécies: Molossus molossus (colunas 1-4), Molossus rufus
(colunas 5-8), Myotis nigricans (colunas 9-12) e Artibeus planirostris
(colunas 13-16). A coluna L contém o padrdo de peso molecular (100pb). A
seta aponta para a banda do fragmento monomorfico de 226pb. M = macho,
F = fémea.



2. Similaridade Genética

Os resultados das analises da variagdo genética
efetuadas pelos célculos dos indices de diversidade génica segundo Nei
(1973), diversidade de Shannon (Lewontin, 1972), da identidade genética
e da distancia genética segundo Nei (1978) estdo apresentados nas
Tabelas5a9.

Pelo método de Nei (1973), a diversidade génica pode
ser analisada em seus dois componentes, ou seja, dentro e entre as
populacdes e, a diversidade total da populagéo é representada pela soma
das duas.

No presente trabalho foram considerados os valores
obtidos na analise da populacédo, representada pelas sete espécies, e na
analise das espécies separadamente.

O segundo indice de diversidade, o de Shannon, é mais
geral. Ele leva em conta dois componentes, a riqueza e a uniformidade
da amostra. Ao analisarmos a diversidade pelo programa Popgene, 0s
dois indices sao gerados simultaneamente.

Os valores médios da diversidade génica (h) segundo
Nei (1973) e Shannon (I) obtidos na analise dos 28 espécimes para cada
primer estdo apresentados na Tabela 5. Ao observarmos os valores
podemos notar que eles correlacionam-se positivamente com os valores
observados para as frequéncias relativas das bandas polimorficas, ou

seja, quanto maior o numero de polimorfismos, maior a diversidade



génica. Entretanto, ndo necessariamente 0s primers com as maiores
frequéncias polimérficas foram os que detectaram a maior diversidade
(Tabelas 3 e 5). Os maiores valores de divergéncia genética foram
observados para os primers 1,7,8,18 e 19.

Apesar da diversidade aplicando-se o indice de
Shannon ter sido maior que a obtida por Nei, ela acompanhou este ultimo.

Os valores médios da diversidade génica das espécies
avaliada pelos 741 loci também variaram (Tabela 6). A espécie com maior
variacdo génica foi M. molossus, seguida de M. rufus, E. furinalis,
A. planirostris, E. glaucinus, M. nigricans e E. perotis. Observando
novamente a Figura 3, vamos notar que a espécie M. molossus, além de
ser a mais polimorfica € também a que apresenta a maior variagao
génica. As outras cinco espécie variaram nos valores de polimorfismos e
variabilidade génica.

Quando consideramos as sete espécies juntas
(populacdo) observamos que a variagdo genética (génica) sobe.
Individualmente o maior valor de variacdo como vimos, foi observado em
M. molossus, e foi de 0,146. No conjunto de espécies a varia¢do alcancgou
o valor de 0,219 (Tabela 6).

Os indices de diversidade também foram calculados a
partir dos resultados parciais considerando-se somente os dados de cinco
primers mais polimérficos (1,2,7, 8 e 18). Juntos eles produziram 193

bandas (loci). A Tabela 7 apresenta os valores de diversidade obtidos.



Alguns valores foram superiores aos obtidos para a
mesma espécie com os 20 primers, porém, outros foram menores. A
espécie com maior variabilidade foi também M. molossus, seguida de E.
glaucinus, M. rufus e M. nigricans, E. perotis, E. furinalis e A. planirostris.
A excecdo de M. molossus, todas as outras espécies diferiram quanto a
situacdo de variabilidade (diversidade) em relacdo a variacdo detectada
pelos 20 primers. Entretanto, a diversidade da populacdo nas duas
situacdes foi muito parecida (0,219 com os 20 primers e 0,251 com 0s
cinco primers mais polimorficos).

As Tabelas 8 e 9 apresentam o0s resultados das
comparacfes que permitiram determinar os valores de identidade e da
distancia genética entre as espécies nas duas situacdes analisadas, ou
seja para para os 20 primers (741 loci)) e para 0s cinco primers mais
polimarficos (193 loci).

Como pode ser notado, os valores de identidade
genética entre as espécies, ap0s a analise dos 741 loci foram altos e
variaram de 0,937 (93,7%) a 0,819 (81,9%). O maior valor foi observado
entre E. glaucinus e A. planirostris, e o menor entre M. rufus e E. perotis.
Observe que para algumas espécies, a similaridade genética entre as
espécies congenéricas foi menor que para algumas espécies de géneros
diferentes.

A relacdo de proximidade entre as espécies, com base

nas distancias genéticas pode ser mais facilimente observada no



dendrograma da Figura 10. Note que as espécies foram divididas em
dois grupos, um constituido unicamente pela espécie E. perotis, e outro
maior, constituido pelas outras seis espécie. As espécies de Molossus
foram agrupadas juntas, assim como E. glaucinus e A. planirostris,
E. furinalis e M. nigricans foram colocadas em ramos separados, porém
E. furinalis esta mais préoximo de E. glaucinus e A. planirostris que
M. nigricans.

Quando foram considerados apenas 0s cinco primers
mais polimorficos, os valores de identidade genética apresentaram
algumas alteracdes (Tabela 9). Entretanto, o maior valor de identidade
genética, observado entre as espécie E. glaucinus e A. planirostris (0,940)
e o menor (0,754), observado para as espécies M. rufus e E. perotis foram
identificados para as mesmas espécies nas duas situagdes, ou seja, com
0s 20 e com o0s cinco primers mais polimorficos.

Os agrupamentos determinados com base nas
distancias genéticas esta apresentado na Figura 11. Da mesma forma
gue no agrupamento anterior, as espécies foram separadas parcialmente
em dois grupos. Entretanto, os grupos estdo constituidos diferentemente.
Um deles é representado pelas espécies de Molossus e o outro, maior,
pelas outras cinco espécies.

As espécies M. nigricans e E. perotis foram separadas
das espécies E. glaucinus, E. furinalis e A. planirostris, e diferente da

situacdo anterior, A. planirostris foi agrupado com E. furinalis.



E. glaucinus apesar de relacionado as duas ultimas espécies, foi colocado

em ramo separado.



Tabela 5. Valores médios da variacdo génica (h) e do indice de Shannon

(D com base na analise dos loci produzidos

espécies (28 individuos) para os primers individuais.

Primer h
1 0,208 0,347
2 0,245 0,394
3 0,168 0,290
4 0,211 0,346
5 0,186 0,316
6 0,237 0,381
7 0,245 0,401
8 0,319 0,490
9 0,188 0,317
10 0,234 0,381
11 0,237 0,380
12 0,228 0,367
13 0,196 0,326
14 0,152 0,277
15 0,204 0,346
16 0,264 0,423
17 0,222 0,360
18 0,207 0,347
19 0,208 0,346
20 0,214 0,357

pelas sete



Tabela 6. Espécies e valores médios da variacao génica (h) e do indice
de Shannon (I) obtidos da analise dos 741 loci.

Espécie h I

M. molossus 0,146 0,222
M. rufus 0,133 0,205
E. glaucinus 0,106 0,219
E. perotis 0,083 0,184
M. nigricans 0,101 0,211
E. furinalis 0,108 0,165
A. planirostris 0,106 0,359

Populacéo 0,219 0,359




Tabela 7. Espécies e valores médios da variacdo génica (h) e do indice

de Shannon (l) obtidos da analise dos 193 loci detectados
pelos cinco primers mais polimorficos.

Espécie h I

M. molossus 0,163 0,246
M. rufus 0,136 0,205
E. glaucinus 0,146 0,219
E. perotis 0,124 0,184
M. nigricans 0,136 0,211
E. furinalis 0,109 0,165
A. planirostris 0,097 0,149

Populacéo 0,251 0,401




Tabela 8. Identidade genética (valores representados acima da diagonal)
e distancia genética (valores representados abaixo da
diagonal) segundo Nei (1978) entre as sete espécies, apos a
avaliacao dos 741 loci.

Espécie M.m. M.r. E.g. E.p. M.n. E.f. A.p.

M. m., o 0924 10,893 0,831 0,831 0,855 0,902
M.r. 0,079 ¥ 0,888 0,819 0,842 0,860 0,915
E.g. 0,113 0,119 **** 0,901 0,869 0,897 0,937
E.p. 0,186 0,199 0,104 *** 0,825 0,853 0,860
M. n. 0,185 0,172 0,141 0,192 ** 0,857 0,876
E.f. 0,147 0,151 0,109 0,159 0,155 *** 0,916
A.p. 0,104 0,089 0,066 0,150 0,132 0,088 ****




Tabela 9. Identidade genética (valores representados acima da diagonal)
e distancia genética (valores representados abaixo da
diagonal) segundo Nei (1978) entre as sete espécies, apos a
avaliagcdo dos 193 loci identificados por cinco primers mais
polimérficos.

Espécie M.m. M.r. E.qg. E.p. M.n. E.f A.p.

M. m. o 0,907 0,853 0,792 0,783 0,849 0,885
M.r. 0,098  *x 0,834 0,754 0,786 0,826 0,885
E.g. 0,159 0,182 **** 0,918 0,866 0,924 0,937
E.p. 0,234 0,283 0,085 **** 0,804 0,875 0,855
M. n. 0,244 0,241 0,144 0,218 **** 0,866 0,845
E.f. 0,164 0,191 0,079 0,133 0,144 *** 0,940
A.p. 0,122 0,122 0,065 0,157 0,169 0,061 ****




M. molossus

M. rufus

E. glaucinus

A. planirostris

E. furinalis

M. nigricans

E. perotis

Figura 10. Dendrograma gerado pelo método
UPGMA com base na distancia genética de Nei
(1978), calculada a partir da analise dos 741 loci das

sete espécies estudadas.



M. molossus

M. rufus

E. glaucinus

E. furinalis

A. planirostris

E. perotis

M. nigricans

Figura 11. Dendrograma gerado pelo
método UPGMA com base na distancia
genética de Nei (1978) calculada com
base na analise dos 193 loci (cinco primers
mais polimérficos)



3. Analise Filogenética

Na analise filogenética com base nos dados obtidos foram
utilizados o algoritmos UPGMA e Neighbor-joining e aplicado o método
de bootstrap (com 1000 réplicas). As analises foram baseadas nos dados
dos 741 loci. Os resultados produziram as duas &rvores filogenéticas

mostradas nas Figuras 12 e 13.

a) Arvore UPGMA

A arvore gerada pelo método UPGMA foi semelhante
a obtida na andlise realizada através do programa Popgene. Esse fato
era esperado pois a analise de agrupamento que aquele programa utiliza
€ baseada nas distancias e no mesmo algoritmo.

Na andlise efetuada pelo PAUP, pudemos testar o
grau de confiabilidade da arvore através do bootstrap, cujos valores
percentuais de cada no interno estdo mostrados nas Figura 12. Todos os
valores foram superiores a 50%, sendo que o maior valor foi observado
na posicao dicotbmica onde estdo as espécies de Molossus (94%).

Observando a arvore pode ser notado que a espécie
E. perotis representa o ramo mais periférico, sendo portanto, a mais
diferenciada entre as espécies analisadas. Apesar de M. nigricans estar

contida no né que estdo também as outras cinco espécies, ela é a mais



distante quando se comparam as seis espécies. A espécie E. glaucinus
aparece mais proximamente relacionada a A . planirostris e E. furinalis do
que a E. perotis. Estas ultimas, embora proximas taxomomicamente,
foram colocadas em ramos diferentes.

As espécies M. molossus e M. rufus estdo muito
préximas na filogenia, apresentando também uma maior proximidade

com E. glaucinus do que com E. peraotis.

b) Arvore Neighbor-joining

Na arvore gerada pelo método de neighbor-joining
nenhum valor de bootstrap foi inferior a 59% (Figura 13). Nela as
espécies de Molossus, apesar de préximas, apareceram como dois ramos
periféricos distintos, diferentemente do observado na arvore UPGMA. Por
outro lado, na posicdo de dicotomia dos ramos que agrupou as outras
cinco espécies, o valor de bootstrap foi de 100%, indicando que essas
espécies estdo mais relacionadas evolutivamente do que com as
espécies de Molossus. A arvore anterior havia separado as cinco
espécies, ao nivel do n6 de dicotomia com o valor de bootstrap de 66%.

As duas espécies de Eumops estdo proximamente
relacionadas, assim como as duas espécies de vespertilionideos, ou
seja, M. nigricans e E. furinalis que compartiham o mesmo né de

dicotomia.



A espécie A. planirostris aparece, diferentemente ao
observado na arvore anterior, mais distante de E. glaucinus, assim como

das outras trés espécies (E. perotis, M. nigricans e E. furinalis).



66

65

94

51

84

E. perotis

M. nigricans

M. molossus

M. rufus

E. furinalis

E. glaucinus

A . planirostris

Figura 12. Arvore UPGMA com os valores de bootstrap, baseada na
matriz de dados construida a partir dos 741 loci analisados.



M. molossus

M. rufus

A. planirostris

100 E. glaucinus
66
88 E. perotis
59 M. nigricans
E. furinalis

Figura 13. Arvore neighbor-joining com os valores de bootstrap,
baseada na matriz de dados construida a partir dos 741 loci analisados.



4. Hibridacdao in situ Fluorescente

No experimento de hibridacdo foi avaliada a aplicacao
dos fragmentos (bandas) reconhecidos como espécie-especificos, como
sondas em procedimentos de hibridacdo cromossdmica e nuclear, e
testada a especificidade das bandas.

Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 10,
onde pode ser observado que foram avaliados todos os oito fragmentos
monomorficos, ou seja, os fragmentos identificados pelos primers 2, 6, 8 e
11 em M. nigricans (fragmentos de 130, 150, 226 e 275 pb), pelos primers
4 e 6 em M. molossus (fragmentos de 133 e 485 pb), pelo primer 7 em E.
furinalis (fragmento de 110 pb) e pelo primer 4 em E. glaucinus
(fragmentos de 231 pb).

Apébs a reamplificacdo dos oito fragmentos na presenca
de um nucleotideo marcado com biotina (Biotin —14- dATP Gibco brl) e
posterior associacdo com outros dois tipos de DNA (de esperma de
salmdo e cot- 1 DNA Humano), os quais suprimem regides de DNA
repetitivo, o fragmento denominado sonda, foi hibridado aos
cromossomos das preparacdes celulares das seis seguintes espécies: E.
glaucinus, E. perotis, M. rufus, A. planirostris, M. nigricans e E. furinalis.
Note pela Tabela 10, que as hibridagbes envolveram o uso da sonda
sobre cromossomos metafasicos e nulcleos da espécie que a originou,

bem como de espécies diferentes.



Apesar do tamanho pequeno dos fragmentos, todos
foram observados hibridados com o DNA nuclear e/ou dos cromossomos.
Entretanto, as hibridagbes foram mais facilmente visualizadas no nucleos
interfasicos. Com algumas variacbes, 0s sinais de hibridacéo
apresentarem-se como uma pequena marcagao fluorescente no interior
dos nucleos e, sobre ou ao redor de alguns cromossomos has metafases
(Figuras 14 e 15). A marcacdo desaparecia rapidamente enquanto
observada sob a luz ultra violeta, dificultando até mesmo o registro das
imagens.

Como vimos, todos os fragmentos hibridaram com o
DNA cromossdmico ou nuclear, indicando que o método de deteccao e
preparacdo dos fragmentos produzidos por RAPD para utilizacdo como
sonda, tem aplicabilidade nos estudos de hibridac&o in situ fluorescente.
Porém, também com base nestes resultados, pudemos observar que os
fragmentos monomorficos reconhecidos como espécie-especificos no
experimento de RAPD, ndo foram confirmados nesta condicdo no
experimento de hibridacao.

Nem todos os fragmentos foram testados para todas as
situacbes, ou seja, a sonda ser aplicada sobre os cromossomos da
espécie que a gerou, e sobre os cromossomos das outras espécies.
Porém, nas trés situacfes onde foi possivel a utilizacdo da sonda sobre

0S cromossomos da espécie que a gerou as hibridacdes foram positivas.



Tabela 10. Resultados das hibridagdes in situ fluorescentes com as
sondas espécie-especificas aplicadas sobre 0Ss
cromossomos e nucleos interfasicos de seis espécies.

Espécie Sonda/primer Preparacéo Resultado
Cromos. Nucleo Cromos.

M.nigricans 130pb/primer 8 E. glaucinus + +
M. rufus + -

150pb/primer 6 E. furinalis + -

A. planirostris + +

226pb/primer 11 A . planirostris + +

M. nigricans + +

275pb/primer 2 E. furinalis + -

E. perotis + -

M. molossus 133pb/primer 6 E. perotis + -
E. glaucinus + -

485pb/primer 4 A . planirostris + +

E. furinalis 110pb/primer 7 E. furinalis + -
E. perotis - -

E. glaucinus + -

E. glaucinus 231pb/primer 4 E. perotis + -

E. glaucinus + +




Figura 14. Hibridacdo in situ fluorescente em cromossomos e nucleos

interfasicos de E. glaucinus com as sondas produzidas a partir das bandas
monomorficas: A- 130 pb, B- 110 pb, C- 133 pb, D- 231 pb e E- 130 pb. As

setas brancas apontam as marcacgoes fluorescentes. Aumento 1000x.
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Figura 15. Hibridacdo in situ fluorescente em cromossomos e nucleos de A.
planirostris com as sondas de 150 pb (A) e 485 pb (B e C), de E. perotis com a
sonda de 275 pb (D), de E. furinalis com a sonda de 275 pb (E), e de M. nigricans

com a sonda de 226pb (F). As setas brancas apontam as marcacoes

fluorescentes.



V. DISCUSSAO

Para o entendimento da evolucdo das espécies, a
descricdo da variacdo dentro e entre populacdes, e a habilidade para
distinguir as causas potenciais da distribuicdo da variagdo observada séo
aspectos importantes e nem sempre determinados. Apesar de ser esta
uma caracteristica de fundamental importancia nos estudos evolutivos,
muitas vezes ndo é possivel estimar a variagdo populacional
representativa de uma determinada espécie. Situacdes como esta podem
ser observadas em organismos onde o estudo de populacéo € dificultado,
como € o caso dos Chiroptera, representativos dos Unicos organismos
vertebrados mamiferos com capacidade de véo e com habitos noturnos e
migratorios.

Pelos aspectos destacados acima, um estudo de
populacdes de morcegos nao é facil de ser conduzido, portanto, pouco se
conhece sobre a dinamica dos genes nas populacdes (Burland & Wilmer,
2001).

Tendo em vista que o reconhecimento das espécies de
Chiroptera tem sido feito basicamente atravées de andlises de
caracteristicas morfolégicas externas e cranianas, e pela denticdo, e que
ha diferencas nessas caracteristicas que sao atribuidas a variacéao
geografica apenas, a identificacdo de um marcador que auxilie na
identificacdo das espécies de modo pratico e rapido, certamente facilitara

os estudos taxondmicos comparativos e as interpretacdes evolutivas.



Os dados de literatura evidenciam que a técnica de
RAPD e os resultados produzidos de sua aplicagcédo, tém identificado um
grande numero de polimorfismos genéticos em vérias espécies de
vertebrados, e que quando analisados por métodos quantitativos e
gualitativos apropriados, fornecem informacdes interessantes sobre a
dindmica de populacdes, bem como dos aspectos evolutivos (Almeida et
al., 2001, 2003; Dergan et al., 2002; Prioli et al., 2002). As informacdes
obtidas tém sido particularmente importantes em grupos de animais com
habitos migratérios, em especial dos grandes mamiferos cetaceos, bem
como em animais domeésticos com elevado nimero de racas (Martinez &
Pastene, 1999; Semyenovaet al., 2001).

Em alguns grupos de vertebrados, os marcadores
RAPD tem propiciado a identificacdo de subespécies, dentro das
espécies, permitindo até mesmo em algumas situacBes diferenciar
espécies relacionadas taxonomicamente (Comincini et al., 1996; Callejas
& Ochando, 1998; Mamuris et al., 1999; Echeverrigaray et al, 2001).

Dada a ampla variacdo encontrada nas diferentes
caracteristicas que tém sido avaliadas para as espécies incluidas no
presente estudo, e o0s aspectos ainda nao esclarecidos dos
relacionamentos taxonémicos e sistematicos que as envolvem, o presente
trabalho foi elaborado principalmente com a finalidade de avaliar o
potencial taxonbmico da técnica de RAPD para essas espécies de

Chiroptera.



No presente estudo, cada unidade taxondmica
representada por quatro individuos, foi considerada como representativa
da variacdo de uma populacdo daquela espécie e comparada com as
demais. O numero de individuos analisados pode nao ter sido o
apropriado, mas o numero grande de loci obtidos nas amplificacfes deve
ter minimizado os erros da amostragem.

A analise da variabilidade genética pela técnica de RAPD
em 28 espécimes de morcegos, representantes de sete espécies e trés
familias de Chiroptera, produziram um total de 741 bandas RAPD, com
uma variacao de 500 a 100 pares de bases de comprimento, bem como
na intensidade.

O numero de fragmentos observados foi relativamente
alto quando comparado com os dados da literatura, o que pode ter sido
devido aos critérios adotados no presente trabalho para a selecdo de
bandas, ao numero de primers testados e, especialmente, ao método de
separacao dos fragmentos.

A maioria dos estudos com a técnica de RAPD utilizam o
gel de agarose em concentracdo variavel de 1,4 a 2,0% para a
separacéo dos fragmentos amplificados. No presente estudo foi utilizado
o0 gel de poliacrilamida. Apesar da facilidade de preparo e posterior
visualizacao e registro das bandas, o nUmero de bandas visiveis no gel de
agarose € significativamente menor que o0s observados em géis de

poliacrilamida. As diferencas tém sido interpretadas como sendo devidas



a resolucdo da malha produzida durante a polimerizacdo dos dois
compostos. O numero elevado de bandas foi importante e deu
consisténcia ao estudo efetuado, faciltando a  interpretagdo dos
resultados.

Uma das principais fontes de erro na analise dos dados
gerados por RAPD, além do comportamento dominante dos marcadores,
€ o papel essencial da concentracdo de DNA na amostra, assim como do
primer. Isto é decorrente da competitividade j& demonstrada em alguns
estudos, das bandas pelo mesmo ou diferentes primers (Hallden et al.,
1996). Este € um dos fatores que explicam as diferencas na intensidade
das bandas que migram na mesma posicdo no gel, bem como € um dos
responsaveis por cerca de 14% da variagdo observada como
polimorfismos. Por isso, quanto maior o nimero de bandas andlisadas
menor devera ser o erro de interpretacdo dos resultados

A importdncia de se basear as analises na
combinacéo de diferentes primers, produzindo coletivamente um grande
namero de bandas foi discutida por Megnegneau et al. (1993). Segundo
0os autores, bandas similares em diferentes individuos podem ser
causadas por fragmentos diferentes de DNA de mesmo tamanho, uma
vez que a técnica ndo diferencia sequéncia. Portanto, a utilizacdo de um
grande numero de bandas pode diluir os erros ocasionais de interpretacao

nao afetando as conclusdes gerais.



Em relacdo aos tamanhos dos fragmentos, em funcéo
das premissas estabelecidas para analise das bandas, assim como do gel
escolhido, as bandas analisadas situaram-se no gel, na area que
compreendia os fragmentos de 500 a 100 pb. Apesar de serem
relativamente pequenos quando comparados com os tamanhos dos
fragmentos observados e analisados em outros trabalhos de RAPD, em
funcdo do grande numero de bandas produzidas pelo método, o
observador pode selecionar aquelas que sdo mais robustas (Ferreira &
Grattapaglia, 1996).

A andlise dos numeros e frequéncias de bandas
polimérficas nas diferentes espécies mostrou que houve diferenca na
deteccdo de polimorfismos pelos diferentes primers, bem como houve
diferencas nas frequéncias de polimorfismos entre as diferentes espécies.
Dos vinte primers utilizados 14 deles produziram um numero de bandas
polimoérficas superior a 30%.

A diferenca na deteccdo de polimorfismos deve-se,
principalmente, a diferencas nas sequéncias dos primers e no DNA da
amostra e, a especificidade do primer pelas sequéncias a serem
amplificadas (homologias) (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Em relacdo as espécies, as duas mais polimorficas
foram M. molossus (43%) e M. nigricans (40,1%). Contudo, essas nao

ultrapassaram 50%. A espécie menos polimorfica foi E. perotis (23,1%) e,



as outras quatro espécies tiveram uma frequéncia de polimorfismos entre
28,5e32,9% .

A avaliacdo do polimorfismo de DNA produzido por
RAPD nos individuos analisados p6de mostrar uma variabilidade maior
gue alguns marcadores cromossomicos. A similaridade na morfologia e
padrbes de bandas cromossdémicas entre diferentes taxons € uma
caracteristica de Chiroptera (Warner et al., 1974; Bickham, 1979; Varella-
Garcia et al., 1989; Volleth & Heller, 1994; Morielle-Versute et al., 1996).

Os polimorfismos cromossdmicos sdo muito raros,
havendo poucos estudos que referem a sua ocorréncia. Quando s&o
detectados eles relacionam-se a variagdo na quantidade da
heterocromatina constitutiva ou a pequenas diferencas na posicao do
centromero, indicando a ocorréncia de pequenas inversdes pericéntricas
(Warner et al., 1974; Baker et al., 1985).

Com relagdo as espécies analisadas, as de Molossus
em particular, além de serem morfologicamente semelhantes, apresentam
caridtipos e padrdes de bandas cromossOmicas idénticos (Morielle-
Versute et al., 1996). Porém, ja as duas espécies de Eumops, ou seja E.
glaucinus e E. perotis tém caridtipos diferentes. Aparentemente, a
variabilidade que caracteriza o género também ocorre nos cariétipos.
Pelo menos trés das nove espécies do género tém caridtipos
diferenciados ( Warner et al., 1974; Morielle et al., 1988; Morielle-Versute

et al., 1996; Trierveiler et al., 2002). Interessante porém, é o fato de que



o cariétipo de E. perotis € muito semelhante ao das espécies M. molossus
e M. rufus (Morielle-Versute et al., 1996). E. perotis foi das sete espécies,
como vimos, a menos polimorfica.

O conservacionismo cariotipico também é caracteristico
das espécies de Myotis (Bickham, 1979; Bickham et al., 1986). Porém,
guando sdo observadas as espécies de Eptesicus, uma variacdo nos
caridtipos pode ser notada, especialmente entre as espécies de diferentes
continentes ( Willians, 1978; Freitas et al., 1992 ).

Diferentemente das bandas polimorficas, as bandas
presentes exclusivamente nos quatro individuos de apenas uma das
setes espécies, foram consideradas monomorficas, reconhecidas como
espécie-especificas. Nesta condicdo foram observadas oito bandas.
Bandas espécie-especificas ja foram detectadas em experimentos RAPD

em alguns grupos de vertebrados e foram importantes para o

reconhecimento dessas espécies (Comincini et al., 1996; Callejas &
Ochando, 1998; Mamuiris et al., 1999; Echeverrigaray et al, 2001).

Contudo, com base nos resultados do presente estudo,
esses oito fragmentos exclusivos observados somente nos quatro
individuos de quatro espécies (M. molossus, M. nigricans, E. furinalis e E.
glaucinus), nao foram espécie especificos quando hibridados aos
cromossomos das outras espécies. Todos os fragmentos utilizados como
sonda sobre os cromossomos e nucleos da espécie que o gerou e das

outras espécies hibridaram ao DNA cromossdmico e/ou nuclear.



Os estudos que envolvem a comparacdo de bandas
geradas pelos experimentos Ap-PCR ou RAPD tém a suposi¢cdo de que
as bandas de mesmo tamanho e posi¢do no gel sdo homologas. Esta
suposicao estad correta e aplica-se quando os taxons estudados sao
proximamente relacionados mas, € menos provavel quando os tdxons sao
distanciados (géneros diferentes). Tanto a suposicdo de homologia como
a especificidade da banda pode ser testada por experimentos de
hibridacé&o.

Alguns estudos tém confirmado a similaridade entre
fragmentos de DNA que co-migram nos géis, de forma que isso tem sido
aceito como uma premissa de forma geral (Espinosa & Borowsky, 1998).

Contudo, Espinosa & Borowsky (1998), através da
técnica de RAPD e de Southern blot verificaram que quando os produtos
de amplificacdo de um dado tdxon foram utilizados como sonda sobre os
produtos de amplificagdo do mesmo taxon, as bandas exibiram um forte
sinal de hibridacdo. Porém, quando as sondas foram aplicadas sobre os
fragmentos de um taxon diferente, poucas bandas marcaram, e a
intensidade de marcacdo foi menor. Os autores atribuiram esses
resultados a diferengas nos sitios de ligacéo para o primer, bem como nas
sequéncias de DNA.

Estes mesmos autores verificam também, que uma
pequena fragdo de produtos amplificados utilizados como sondas

hibridaram com fragmentos que estavam na mesma posicdo ha



membrana de hibridacdo dos diferentes tAxons, mas que ndo haviam sido
visualizadas no gel pelo brometo de etideo. Portanto, estes resultados
poderiam explicar os obtidos em nosso estudo de hibridacdo in situ
fluorescente.

Provavelmente, os fragmentos monomodrficos no
experimento RAPD néo foram visualizados no gel das outras espécies por
nao terem sido corados pelo nitrato de prata, ou por algumas das razdes
responsaveis pelos erros nas interpretacdes a que 0s experimentos de
RAPD estdo sujeitos (competitividade das bandas pelo primer,
concentracdo de DNA e primer, hetero ou homozigosidade da banda,
entre outras).

Apesar da pouca intensidade do sinal fluorescente
observado, do pouco tempo de fluorescéncia, e dos resultados n&o terem
confirmado a especificidade da sonda, pudemos confirmar a
aplicabilidade da utilizacdo dos fragmentos gerados por RAPD como
sondas em experimento de hibridacdo in situ fluorescente. O sinal fraco
provavelmente foi devido ao tamanho pequeno dos fragmentos, que néo
puderam incorporar em grande quantidade o nucleotideo marcado.

A presenca de variabilidade dentro da espécie (entre
populacdes e entre os individuos das populacdes) e entre espécies €
essencial para a sobrevivéncia e o sucesso frente as mudancas
ambientais. Contudo, para o reconhecimento dos limites de variacdo de

uma espécie € preciso a caracterizacdo das mesmas quanto a diferentes



aspectos, principalmente aqueles onde ela pode ser mais facilmente
observada.

Quando foram efetuados os calculos dos indices de
diversidade genética entre as espécies, 0s quais utilizaram todas as
informagbes geradas pelos diferentes primers e individuos, observamos
gue nem sempre a espécie mais polimérfica € a que apresenta a maior
diversidade. A espécie M. molossus foi a mais polimorfica e a mais
variavel geneticamente. Porém, ndo foi M. nigricans a segunda mais
diversificada. Esta posicao foi ocupada por M. rufus, que foi a sexta mais
polimoérfica.

Da mesma forma que o observado com o0s
polimorfismos, houve diferenca na deteccdo da variabilidade pelos
diferentes primers. Quando foram consideradas todas as bandas
produzidas pelos 28 individuos para cada primer, os maiores indices de
diversidade foram registrados para os primers 8, 16, 7, 2, 6 e 11.

De forma geral, quanto mais polimorfismos, maior a
variabilidade genética, mas ndo necessariamente, € maior a diversidade
genética da populacao.

Os valores de diversidade obtidos a partir de cinco
primers mais polimorficos apresentaram pequena variacdo em relacao
aos dados dos 741 loci, indicando que a analise considerando todos os 20
primers, apesar das diferencas nas frequéncias de polimorfismos é

representativa da variagéo da populacao analisada.



Perda ou auséncia de variabilidade podem ter diferentes
significacbes. Os poucos estudos de marcadores moleculares em
populacdes de morcegos tém mostrado que a estrutura genética tem
padrbes diferentes se as espécies analisadas sdo sedentarias ou
altamente migratorias. Em geral, nas espécies migratérias a populacéo é
pouco estruturada genéticamente, enquanto que nas espécies
sedentarias ele € mais complexo (Burland & Wilmer, 2001).

Os valores de similaridade e distancia genética
obtidos com base nos dados dos 20 primers variaram de 0,937 (93,7%) a
0,819 (81,9%) para a similaridade e de 0,066 (6,6%) a 0, 199 (19,9%)
para a distancia. A maior similaridade e consequentemente, a menor
distancia, foi observada entre as espécies E. glaucinus e A. planirostris e,
a menor similaridade e maior distancia entre as espécies M. rufus e E.
perotis. Apenas A . planirostris, pertence a familia diferente das outras
trés espécies. Os valores observados foram semelhantes aos obtidos
para algumas espécies de morcegos, analisadas com base na sequéncia
do gene citocromo B (Bradley & Baker, 2001).

Esses indices de similaridade genética (valores de
identidade genética e da distancia genética) obtidos a partir dos dados
dos 20 primers, e o dendrograma produzido no agupamento por UPGMA,
através do programa Popgene, seguiram a mesma sequéncia de
proximidade mostrada na arvore filogenética gerada por UPGMA ap0s

bootstrap ( com 1000 réplicas), a partir do programa PAUP.



A confiabilidade dos resultados pode ser observada
pela obtencédo de uma so arvore e pelos valores de bootstrap, superiores
a 50%. Ja a analise por Neighbor-joining, também com um bootstrap de
1000 réplicas, gerou uma arvore com agupamento diferente do anterior.
Os dois agrupamentos podem ser interpretados com base nos resultados
obtidos no presente trabalho e em outros obtidos em diferentes estudos.

Apesar de estarem agrupados taxondémicamente na
mesma familia, as espécies de Eumops comportaram-se diferentemente
das outras duas espécies de molossideos (M. molossus e M. rufus). Os
resultados das andlises de similaridade genética mostraram que 0s
individuos da espécie E. glaucinus estruturam-se geneticamente mais
préximos aos individuos de A. planirostris, do que aos individuos da
espécie congenérica E. perotis. Interessantemente e diferente ao
observado nas espécies de Molossus, E. glaucinus e E. perotis
apresentam cariétipos e padrdoes de bandas distintos (Morielle-Versute et
al., 1996) e, apesar de compartilharem homologias cromossdmicas com
A. planirostris, seus cariétipos estdo estruturalmente organizados de
forma diferente (Faria, 2003).

A taxonomia do género Eumops reconhece para E.
glaucinus, duas sub-espécies: E. g. glaucinus e E. g. floridanus, e pela
variacdo que apresentam tem sido considerada por alguns autores, como
uma espécie politipica (Eger, 1977). Os valores de diversidade

observados para ela foram semelhantes aos observados em outras



espécies, contudo, ela estd geneticamente estruturada mais
proximamente a A. planirostris, que a outras espécies do género
(E. perotis) e da familia (M. rufus e M. molossus). E. perotis € facilmente
distinguida de E. glaucinus por caracteristicas morfolégicas e
cromossOmicas. Sua identificacdo € dificultada quando é comparada com
as formas da espécie E. dabbnei, que também ocorre no Brasil. E.
glaucinus € morfologicamente semelhante a E. auripendulus, para a qual
também séo reconhecidas duas subespécies.

Estes dados evidenciam a necessidade de uma melhor
caracterizacdo das espécies de Eumops para facilitar o reconhecimento
das diferentes espécies. Esse comportamento de E. glaucinus, ou seja
relacionar-se morfolégica, anatbmica e cromossémicamente com
espécies de outros géneros, também foi observada por Gregorin (2003),
ao analisar caracteres morfologicos da lingua de varias espécies,
evidenciado que as espécies de Eumops apesar de estarem incluidas no
mesmo taxon, tém estratégias evolutivas diferentes.

A relacdo de proximidade mostrada pelas duas
arvores para espécies de Molossus era esperada e também evidenciam
gue, M. molossus e M. rufus apresentam diferencas quanto a variacédo
genética, que foi maior na espécie M. molossus. As duas espécies sédo
distinguidas taxondmicamente pelo tamanho. M. molossus € uma das
menores espécies de Molossus. As dificuldades na sua identificacdo

ocorrem quando tém que ser comparada com M. currentium, uma outra



espécie pequena que ocorre no Brasil (Gregorin & Taddei, 2002).
M. rufus € uma forma grande, para qual a dificuldade de identificacéo
ocorre quando é comparada com formas da espécie M. pretiosus, para a
gual foi feito recentemente o primeiro registro no Brasil (Gregorin &
Taddei, 2000).

Em relacdo as espécies M. nigricans e E. furinalis,
muito pouco pode ser discutido, pois sdo espécies taxonomicamente
distintas. Apesar de Myotis ser um dos géneros mais diversificados de
Chiroptera, eles apresentam como ja destacado, um conservacionismo
cromossdmico muito grande, similaridades morfologicas e ecoldgicas
(Bickham, 1979; Ruedi & Mayer 2001). Geneticamente ele comportou-se
como E. perotis, sendo colocado muito préximo a este nas duas arvores.
Sua proximidade em relagdo a outra espécie de vespertilionideo, E.
furinalis reforca o seu relacionamento evolutivo e taxonbmico com esta
dltima.

Em relacdo a E. furinalis, o fato de ter sido agrupado
com as outras duas espécies mais diferenciadas genéticamente (E.
glaucinus e A. planirostris) reforca e esta de acordo com outros dados da
literatura, em especial os cromossdmicos que também tém mostrado
variacdo para o género (Willians, 1978; Freitas et al., 1992).

A espécie A. planirostris mostrou que ela varia como
outras espécies de morcegos de familias diferentes, mas que a variacéo é

semelhante & observada nos géneros com grande complexidade



taxondmica. As espécies do género Artibeus s&o incluidas na tribo
Stenodermatinae de Phyllostomidae. A sistematica do complexo de
espécies da tribo aliada & complexidade do género Artibeus tem gerado
varias hipéteses de relacionamento evolutivo para os Stenodermatinae
(Van den Bussche, 1993). De forma geral, elas s&o conflitantes e
envolvem primariamente o reconhecimento das espécies do género
Artibeus e de alguns subgéneros, reconhecidos por alguns autores como
géneros e espécies distintas de Artibeus.

No Brasil, quatro espécies de grandes Artibeus ja foram
registradas: A. fimbriatus, A. obscurus, A. planirostris e A. lituratus. Essas
espécies sao de dificil identificacdo, ocorrem em simpatria em algumas
regides e, particularmente, A. planirostris (ou A. jamaicensis) apresenta
consideravel variacdo geogréfica (Taddei et al., 1998). Apesar de Taddei
et al. (1998) terem estudado os limites de variacdo para representantes
dessas espécies de diferentes regides brasileiras, ajudando a melhor
caracterizacdo das mesmas, uma identificacdo segura € ainda duvidosa.
Uma andlise de marcadores nas outras trés espécies de Artibeus,
poderiam dar maiores indicacdes de como elas variam com relacdo a
espécie A. planirostris analisada no presente trabalho.

Estes resultados mostram que a dindmica ao nivel
génico pode ser diferente da de outros marcadores convencionais,
evidenciando situacdes ou dando indicacdes de que os individuos de uma

determinada espécie estdo sob ou em diferentes condi¢cdes adaptativas,



gque podem estar se refletindo em outros caracteres cujos resultados
apresentam dificil interpretacdo. Os dados apresentados de RAPD para
as espécies de Eumops e Molossus constituem um evidéncia muito boa
de que existe uma vasta reserva de polimorfismo nuclear segregando
diferentemente nas populacbes dessas espécies e que sdo eles os
responsaveis pela dificuldade na caracterizacdo das espécies que
compdem os géneros.

Embora o presente estudo ndo tenha encontrado um
marcador que pudesse diferenciar as espécies, ele forneceu indicacdes
de que como em outros grupos de mamiferos, a variabilidade genética
esta presente em diferentes propor¢cdes nas espécies de Chiroptera, e € a
responsavel pela variacdo observada em outros caracteres utilizados para
a caracterizacdo das espécies, indicando que o0s estudos no nivel
genético-molecular nessas e em outras espécies de Chiroptera devam
ser continuados e aprofundados para a melhor compreenséao da dinamica
evolutiva das espécies.

As bandas monomorficas ndo foram confirmadas como
espécie-especificas nos experimentos de hibridacéo. Porém, foi
confirmada a aplicabilidade dos fragmentos produzidos por RAPD como

sondas em procedimentos de hibridacao in situ fluorescente.
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VIl.  RESUMO

Foi utilizada a técnica de RAPD para estudo da
variabilidade genética e identificagdo de marcadores moleculares, em sete
espécies de morcegos pertencentes a cinco géneros e trés familias: E.
glaucinus, E. perotis, M. molossus, M. rufus (Molossidae), E. furinalis, M.
nigricans (Vespertilionidae) e A. planirostris (Phyllostomidae).

Para amplificacdo do DNA gendmico foram utilizados 20
primers decaméricos que juntos produziram 741 bandas, identificadas
pelos tamanhos dos fragmentos em pares de bases (pb). As bandas
foram registradas quanto a presenca e auséncia em cada individuo e os
dados usados na construcdo de uma matriz binaria e analisados
estatisticamente e filogeneticamente com auxilio do programa Popgene
1.31 e PAUP 4.0b/0.

O numero total de bandas produzidas variou em cada
espécie, sendo M. molossus a espécie que apresentou 0 maior nimero
de bandas (369), e E. glaucinus 0 menor niumero (239). O numero de
bandas polimorficas e as frequiéncias relativas e médias em cada espécie
também variaram. As maiores frequéncias médias de bandas
polimérficas foram apresentadas pelos primers 1, 2, 3, 7, 8 18 e 19.
Entre as espécies, M. molossus foi a mais polimérfica (43%), seguida de
M. nigricans (40,1%), A. planirostris (32,9%), E. furinalis (31,4%), E.

glaucinus (29,4%), M. rufus (28,5%) e E. perotis (23,1%).



Outras bandas foram reconhecidas como monomorficas
para uma espeécie, sendo quatro para M. nigracans, duas para M.
molossus, uma para E. glaucinus e uma para E. furinalis.

Apesar de monomorficas para a espécies, quando 0s
fragmentos foram utlizados como sondas em procedimentos de
hibridacdo in situ  cromossémicos e nuclear eles hibridaram com
diferentes espécies, ndo confirmando a especificidade da banda.

A diversidade génica calculada segundo Nei (1973), foi
analisada para a populacdo, representada pelas sete espécies. Os
maiores valores de diversidade genética foram observados com os
primers 2, 6, 7, 8, 11 e 16. A espécie com maior variacdo génica foi M.
molossus, seguida de M. rufus, E. furinalis, A. planirostris, E. glaucinus, M.
nigricans e E. perotis. Os mesmos indices de diversidade foram também
calculados considerando-se somente os dados de cinco primers mais
polimérficos (1,2,7,8 e 18). Nesta condicdo a espécie com maior
variabilidade foi novamente M. molossus, seguida de E. glaucinus, M.
rufus , M. nigricans, E. perotis, E. furinalis e A. planirostris.

A andlise pelo Popgene forneceu também os valores de
similaridade e distancia genética entre as espécies nas duas situacoes,
ou seja, para os 20 primers (741 loci) e para 0s cinco primers mais
polimodrficos (193 loci). Os valores de identidade genética entre as
espécies, apos analise dos 741 loci variaram de 0,937 (93,7%) a 0,819

(81,9%), sendo o maior valor observado entre E. glaucinus e



A. planirostris, e o menor entre M. rufus e E. perotis. Quando foi
considerado apenas 0s cinco primers mais polimorficos, a maior
proximidade foi novamente observada para E. glaucinus e A. planirostris
e o maior valor de similaridade genética foi igual ao anterior (0,937) e o
menor valor (0,754) foi observado para M. rufus e E. perotis.

A andlise filogenética dos dados gerados pelos 741 loci,
através dos algoritmos UPGMA e Neighbor-joining, com um bootstrap de
1000 réplicas, produziu duas &rvores com bootstrap superior a 50%.
Apesar de alguns diferenciais observados nos agrupamentos das duas
arvores, ambas evidenciaram que as espécies de Molossus estdo mais
relacionadas entre si que as espécies de Eumops. E. glaucinus e
E. furinalis apresentam grande relacionamento com A. planirostris,
evidenciando que essas espécies estdo estruturadas geneticamente de
forma parecidas.

Apesar das bandas monomoérficas ndo terem sido
confirmadas como espécie-especificas elas caracterizaram as espécies
com maior diversidade e mais polimérficas e, também com maior
complexidade taxon6mica, indicando que a andlise de marcadores RAPD
em um numero de espécies desses géneros podera auxiliar a taxonomia

desses taxons.



VIIl.  ABSTRACT

RAPD technique was used to study genetic variability and
to identify molecular markers in seven species of bats belonging to five
genera and three families: E. glaucinus, E. perotis, M. molossus, M. rufus
(Molossidae), E. furinalis, M. nigricans (Vespertilinidae) and A. planirostris
(Phyllostomidae).

Genomic DNA amplification, was performed with twenty
different decamer random primers, wich together produced 741 bands
recognized by the size of fragments, (in pair of bases pb). Presence and
absence of bands were registered and the data were used to construct a
binary matrix. A statistical and phylogenetic analysis were performed with
the PAUP 4.0b/0 and Popgene 1.3 programs.

The total number of bands was variable in each species.
M. molossus was the species that produced the greatest number of bands
(369), and E. glaucinus the lowest (239). O number of polymorphic bands
and the relative and average frequencies also varied. The highest mean
frequencies of polymorphic bands were showed by the primers 1, 7, 8, 18
and 19. The most polimorphic species was M. molossus (43%), followed
by M. nigricans (40.1%), A. planirostris (32.9), E. furinalis (31.4%), E.

glaucinus (29.4%), M. rufus (28.5%) and E. perotis (23.1%).



Eight bands were recognized as monomorphics, four to
M. nigricans, two for M. molossus, one for E. glaucinus and one for E.
furinalis.

Despite of the monomorphic condition, when the
fragments were used as probe in the in situ hybridization procedures, they
hybridized with different species, not confirming the band specificity.

Genic diversity estimated according to Nei (1973), was
analyzed for population, representing the seven species. The highest
values of genetic diversity were observed with the primers 2, 6, 7, 8, 11
and 16. M. molossus was the species with highest genic variation
followed by M. rufus, E. furinalis, A. planirostris, E. glaucinus, M. nigricans
and E. perotis. The diversity index were also estimated using the data
obtained with the five polimorphic primers (1, 2, 7, 8 and 18). In these
condition, the highest variability was again observed to M. molossus,
followed by E. glaucinus, M. rufus, M. nigricans, E. perotis, E. furinalis and
A. planirostris.

Popgene analysis also gave the similarity and genetic
distance values among the species in both conditions, for the 20 (741 loci)
and five more polimorphic primers (193 loci). The genetic identity values,
after analysis for 741 loci, varied from 0.937 (93.7%) to 0.819 (81.9%),
with the highest value observed between E. glaucinus and A. planirostris,
and the smallest between M. rufus and E. perotis. When was considered

the five more polimorphic primers, the highest proximity was again



observed for E. furinalis and A. planirostris , 0.940 (94.0%). The smallest
value (0.754) was observed for M. rufus and E. peraotis.

The phylogenetic analysis of the data produced by the
741 loci, by UPGMA and Neighbor-joining, with a bootstrap of 1000
repeats, produced two trees with bootstrap upper to 50%. Besides some
differences observed in the grouping of the two trees, both evinced that
Molossus species are more related itself than Eumops species. E.
glaucinus and E. furinalis showed great relationship with A. planirostris,
evincing that theses species are genetically structured in a similar way.

Despite of the monomorphic bands had not been
confirmed as specie-specific, they occurred in the species with highest
diversity and polimorphism, also with highest taxonomic complexity,
indicating that the RAPD markers analysis in higher number of species of

these genera, would be contribute to taxonomy of these taxons.



Anexo 1- Matriz construida para a andlise estatistica e filogenética, com
base na presenca (1) ou auséncia (0) das 741 bandas produzidas pelos
20 primers utilizados no presente estudo. As bandas estédo agrupadas
pelos individuos (mol 1 a art 4) e representados em 20 linhas e, cada
linha representa o primer que as gerou (1 a 20). mol 1 a 4 = individuos
de M. molossus; ruf 1 a 4 = individuos de M. rufus; gla 104 = E.
glaucinus; per = E. perotis, myo= M. nigricans, ept = E. furinalis;, art=A.
planirostris.

mol 1

001000100000000000010101111011000
00100000000000000000010000000000110000
000000100010000000000010000000001000010000001100
000000000001001000000010000010010110000111
100000000000110100000000010001100101000
101000100010001000010010001001001000010
000011000110010000100100100111100000000000000
100010000100000010010011000010100100101011
10000000000110000010000000000000110100
01000000010001100001000000100001000001001
00000000000000100010001010100110000
000000100100000100001000000010000
000000000000001000001000000000000100
00000000000000000000100000010000000000
00000000000000000000010100101100000
01100011001010100110111101000
00000010000000010000000011010110000
00000001000011000000010001100000011
00100110100000010100010000010101000
0010101000000000000010010

nol 2

011000101000101010001101111010000
00100000000000000000100000100001000000
010011101011110000100010010110000000010110100100
000000010001000100001010001010010110000111
101000000000010100001000010000100101001

10;1001011000O1010011010111110001011000
110101110100110111011111111001000000000000000
100010011101110010010011011010101111001011
10000010000100101010011001001100110010
01000000011000110000000000000000001001000
00000000000000110110001111100100000
000000101000101010100101000010000
000001010000000101100000000100001000
01000000010000010010000010010101001010
00000000000000000010100101101000000
01100000011000010010000001000
10100001100001010011010001010110000
10001101000001100011010001110000011
01100110100101010101000101110011001
0100101100010000001000100

nmol 3

101000000000100000001101001010000



00100000000000010101110111000011000000
011000000000010000000000000010000011010110000100
000000000001000000000010100000010100001011
100000100000010100001000000001000101000
111000000100001000010010000101011001010
000001000010110110010101110011100000000000000
100010000100110010100110001010101110001010
10000000000100000010000000000001000000
01000010000101010010000000110010111001001
00000000000000010010010011000001000
000100101000000110101010101000000
000000010010100100100010000100010000
01000000000000000000010000100100000000
00000000000000001010000100001000000
01100000011010011010010101100
10110000010000010011011000110100000
10100001000000000000000000000100000
00000000100000001000000100000011000
0100100100000000100010010

nol 4

101000000000000000000101001010000
00100010000000100101100110000111001000
010000000010100000000010000100001000010110001100
000000001001000100100010001000010100001011
100000000000010100000100100001000101001
OolOOOOOOOOO1000OOOOOO10100100010011000
010101110101010000101001110111000000000000000
100010000100100010110110001010000000001010
10000000000100100010000000000000000000
01000010010101110101000001000110011001000
00000000000010010000010111000000000
000000101000010011001000000000000
000000001000000010100000000010000000
01000000000000000000000000000000000000
00000000000000000000000100001000000
00110000001000000010010100000
10100000000000010011010001010000000
00000001001010000010000010100000010
00100110100000000100010000000000000
0000101000000000000010110

rufl

101000000001010000000100000010000
00100010000000100101110110000010000000
011000000000000000000000000000000000010000001100
000000000001000000000010000000110100001001
000000000000000000000000000001000001000
000000001100001000010010000100010011000
000000100100100000001010101111000000000000000
000000010100010010100110011011100110100011
10000000000100000000000000000000000000
01000000000100010010000010110010001001010
00000000000100010000010110101000000
000000100000000001001000000000000
000000000000000010100000001010011010
00000000000000000000000000100010000000
00000000000000000010100000001100100



00010000000000001000010100010
10100000010100010011000010001110000
00000000000010000001000001010000010
00000010100000001000000101000010000
0010001000000011100000110

ruf2

101000000000010000000000001001100
00100010000010100101110111000011010000
011000000000000000000000000000000001010110001100
000000000001000000000000000000110100001000
000000010000000000000000000001000001000
000000000000001000000001000100010011000
000010000100001000100010100101000000000000000
100010011100110010110110011011100010100011
10000000000100000010000000000101000000
01000000000000010010000000110010000000010
00000000000100010010010110101000000
001000101000010010001000110100000
000000000000100100100000000110011000
01000000000000010100010000100000001010
00000000000000001010100001001000100
00010000000000001000011001010
10100100010001010011000010100100000
01100000000000000001000000010000000
00000010000000101000000000000110000
0000001000000011000001110

ruf3

010000000000010000000101000010000
00000000000000100101110110000011000000
000000000000000000000000000000000000000000000000
000010000001000000100010001000100000001000
010000000000001000100010000011000001000
010000000000001000010010000101110011000
000010001101010011100010101110000000000000000
100010110100110010110010001010101011100011
10000000000000000010000000000010000000
01000100000101000000000000000000000000000
00000000000100010010010111101000000
001000101000000010101001111000000
000000000000100000100000000110001100
01000000000000000100010000101000100000
00000010000010001010100001001011100
00000000000000000000000000000
10100100010000010011000010001110000
00000000000000000000000000100000000
00000000000000000000000000000000000
0000000000000000000000000

ruf4

101100010011010100100110011010000
01100010000010110001100100001001000000
000000000000000000000000000000000001010000000100
000000000001000000000000000000110110001000
010000010000001000100010000011000001000
100000000000001101010011000100100011000
001010001101000001100010101111000000000000000
100010011101000010110110010010100010100011



00000000000000000000000000000000000000
01000100000001000010000000000000000000010
00000000000100010000010110001001000
000000101010010010101010110100000
000100000000100100100000000100010010
00000000000000000100010000101000001000
00000000000000000010000000001000000
00110000000000000000010010010
11100100010000000011100010001110000
01000100100001001011010010100000010
00000010100100101000000000000000000
0001001100001000000000010

gl al

010000000000000100000100000100100
00000100101000011101001000000000100000
000000000000000000000000000000100001000000000100
000010000000000010000000001000000110001001
000010010010000101011000100001011010000
000000000100010000100100001000100101001
100101001000100000001000010000000000001001001
001010001010000110111110000100011001010100
00100010100000100001010000001001000000
01000000011001000000000001100001000000000
00010100001000111000001010100000111
000000001000000010010000100101000
000100001001000001010001000000000000
00010000000010000000000000000000000000
01011010101001000000000000000000000
00000000000000000010101000000
10100110001001000000000010010010100
01000000001000100100010010100001011
00000000000100010000000000000010000
1000000001100001000100110

gl a2

000000000100000001000001010100000
00000010010000010001010110000101100001
100100010101100000000000000000100111000010000100
000010001000000110001000001000001110000001
000001000000000101001000101000000100000
000000000100010000000000000000100101001
000001001000100000001000010000000100001001100
010010001010001100111010100101001001010100
00100010100000100001000000011001000000
01000000010001000010000010100000000000000
01010000001001111000001010100000011
000000001000010000010000100101000
000100001001000000110001000000000000
00010000000010000001001000000010000001
01010001101001000000000000010000000
00000000000000000010100000000
10000010000001000000000100010010010
00000000001000000100000010000101011
00000000000000010000000000000010000
1000000000000011000100110

gl a3

000000000000000000000000000000000



00000000000000000000000000000000000000
000000000100000000000000000000000001000000000100
010010000000000010001000001000000110001001
000000000000000000000000000000000000000
000000000000000000000000000000000000000
000000001100000000010000000000000000000000000
000000000000000000000000000000000000000000
00000000000000000000000000000000000000
01000100010001000000100010100000100000000
00000000000000000000000000000000000
000000000000000000000000000000000
000000000000000000000000000000000000
00000000000000000000000000000000000000
00000000000000000000000000000000000
00000000000000000010100000000
00000000000000000000000000000000000
00010000001000000100000010010001011
00000000000000010000000000000010000
1000000000000001000100110

gl a4

000000000000000001101101010100011
00000100100000011001001100101101100001
100000000100000000000000000000001001000000000100
010010000000000010001000001000000110000001
000000000000000000001000101001000100000
000000000100001000100000010000110000001
000001001000010000001000010100001000000001000
010010001010000111000010100101001001010101
00010000010001100101000000000000001000
01000000010001000010000010100000100000000
00000000000000011000000110100000111
000000001000000000010000000100000
000000000001000000010001000000000000
00001010000000100100011000000010000000
00011001101000110000000000000000000
00000000000000000010101000000
00000010000001000000000100000000000
00010000000000100100000000000001011
00000000000100010000000000000010000
0000000000010000000000110

perl

010000010010101000010000001010100
00001000101100011100011010100001100001
001000000101000000000000000000000100000000000100
010000000101000000001000000000000010001001
000101100010010000101000100001000100111
100010100101010001001000011000110101001
110001001010011000010100010100000000010100100
100010011011001100011010001101010001110100
00001100010000000011010010000000001001
00000010010001000001000010000000100000000
00000100010000111010110110101000010
110101010000011010010100100100000
000000101001010100010001000101011000
00001010000000100000011001000001100000
00010010010101011001011000100000000



00000100010010001010101000100
10001010000000000000000110100000011
00010001000001100100000010010101011
00001001000000010101000010000001000
0000000001111000000001110

per2

010000000010101000001000100101010
00001000101100011100011110100001100001
001000000001000000000000000000000100000000000100
010000000101000000001000000000110110001001
000000000000000000101000100001000100110
000000100101010001001000011000110001101
100001001000011000010100010100100000010100100
000000011011000100111000101100010001010000
00000100010000000011011010000000001001
00000010010001000001100010000000100000000
00000000000000011010111010100000011
100100010000011000010100000100000
000000101001010100010001000101011000
00001010000000100000001001000001100000
00000000010111000010000010100000000
00000100010010001010101000100
10000010000000000000000100100000001
00010001000000000100000010010101011
00000000000000000101000100000000000
0000000001111000000001110

per3

010000000010100000001000000101010
00000000000000000000000010100000100001
001000000101000000000000000000000100000000000100
0100000001010000000010000000100000100010012
000000000000000000101000100001000100010
000000100101010001001000011000110001101
000000000000011000010100011000000001000010101
100000001001000000010000000001010000010100
00000100010000000011011010000000001001
00000010010001000001100010000000100000000
00000000000000000000010011100000011
000100010000011000010100000100000
000000000000010100010000000101001000
00001010000000100000001001000001100000
00000000000000000000000000000000000
00000100010010001010101000100
00000010000000000000000000000000001
00010001000000000100000010010101011
00000000100000011101000001100000100
0000000001111000000000110

per 4

010000000000100000001000000101010
000000000000010000000110000000011000112
000000000001000000000000000000000000000000000100
000000000001000000001000000000000000001001
000000000000000000001000000001101000100
000000100100000000001000011000110000001
000000000000011000000100010000000000000001100
000000001011000100010010001101010001110110



00000100010000000011001000000000001001
00000000010001000001000010000000100000000
00000000000000000000010001100000011
000100000000111000010100000100000
000000000001010110010000000101001000
00001010000000100000000011000000010000
00000000001000010000000000100000000
00000000010010001010100000100
00000000000000000000000000010000011
00010000000000000100000010010001001
00000000000000000101000000000001000
0000000001101000000000110

myol

000000000000000000000000000001000
100001001001000111;0101010101001100000
000010000000001001010100000000000110100001001000
100010000000000001000011000010010000010000
010001000110100100010101100100011110100
OOOOOlO1000OO1000OOO1000010000010000101
000100001010000100010000010010111001101010111
00101;000010001110110000100100011001010101
01000011001001010100001010110000001000
00000101010010000010010101010000010000000
1000011011000101000;010010101001110
000100010000010000000010000010000
000001001001010100010001000100000000
00000001000000000100000010000010010000
10010100000010101101011000000000000
00000000110000000001000100001
00100010000011010010100010101101000
00000000000000000000000000010000100
00000010000010101010001011000000010
0010010000000010110001000

myo2

000000000000000000000000000000000
100001010011000111;0101010001101110000
001010000000001001000100000100001110001101001000
001010000101100100000010010010010001010001
010000000110100110100101001000100100101
00000;010000010000001000000000000000001
001100001010001100010100010110110001000000000

000011000110001111100010000000000000100011
00100000000001000010010010010000000000
00001101010010000010110101011000010000000
10010110000001010001010011100000110
000100010001010010010100100000000
100000001000010001010001000100000000
10001010101010001000000111000010010000
10000100001111000001101000000000000
00000001000000110001000100001
00100100000010100011000010100100000
00000000010000000011101000000010000
10000010011010101110001001000001000
0010010000000010000000000

myo3



000000000000000100000100001000000
10000101000100001110101010001101100000
000010000000001101000100100100000110000000001000
000110101010001000000011000010010001000000
010000000001010010000000000000000010001
000001010000010000001000111000100001001
000100101000101100010100000010010000000110000
000101001010001111101110001101000001000010
00100000000001000011001010100000000000
00001001000001000000000101000000000000000
10010110000001010001010011101001100
000100010001010010000100000010000
100000001000010000001001000100000000
00000000000010001000000111000000000000
11100101000111010000001100000000000
10000000110001010001000001000
00000000000010100011000100100100000
00101001010000000101001001001000100
00101010000001011010001000000000000
0010000000000010000000000

my o4

000000010011101100101100001100100
10000101010101001110101110001101100000
000011000000000101001000100100011010001100001000
000110100101001000000011000110110001000000
010000000000010100001100001000000010001
000001010000010000001000010000100001001
100100001000101100000100000010010000000111000
000101010010001110111110001100000001000000
00100000101001000011001010000001000000
11001100001010010000010000000000000000000

10110110100001010001010010100001100
000101010001000010010100000100000
110100001000010000000001000100000000
00100100010000000000000111000000000000
10100100010111010111001000000000001
11001000110010010001000100010
00001000001000101011000010100110000
00000100010001000000001000000010000
00100010000001010000000000000000010
0000000000000000000000000

eptl

000000000000000000000000100001010
000100000000000010011010100010011000112
001000000000000001000001000000001010100000010000
000000000000010000001000000000001000100000
000000000000000000000100000001001000000
000000100000000100010000010000100101001
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