Sandra Regina de Carvalho Marchesin

Divergéncia Genética e Relacionamento Filogenético em
Espécies de Morcegos das Familias Molossidae e

Phyllostomidae Baseado em Analises de PCR-RFLP

Tese apresentada para a
obtencdo do titulo de Doutor
em Genética

Orientadora: Profa. Dra. Eliana Morielle Versute

Sao José do Rio Preto - SP
2006



12

SUMARIO

I. INTRODUCAO
1. Familia Molossidae
2. Familia Phyllostomidae
3. Familia Vespertilionidae
4. Familia Emballonuridae

5. Estudos Moleculares na Caracterizacdo da Variabilidade Genética

Il. OBJETIVOS

11l. TRABALHOS

1. Estudo filogenético em espécies de morcegos da familia Molossidae baseado

em PCR-RFLP

2. Anélise de sequéncias génicas mitocondrial e nuclear em espécies de

Phyllostomidae por meio da técnica PCR-RFLP (Chiroptera-Mammalia)
3. Variabilidade genética em espécies de morcegos das familias Molossidae,

Phyllostomidae, Vespertilionidae e Emballonuridae baseada em PCR-RFLP

V. CONCLUSHES GERAIS

V. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

V1. APENDICES

REsuMO

ABSTRACT

13
14
15
17
20
21

26

27

52

73

105

108

117

125

127



13

Divergéncia Genética e Relacionamento Filogenético em
Espécies de Morcegos das Familias Molossidae e

Phyllostomidae Baseado em Analises de PCR-RFLP

INTRODUCAO

A ordem Chiroptera inclui cerca de um quarto das espécies atuais de
mamiferos, com cerca de 1000 espécies e, apesar desta importante irradiacdo, os
relacionamentos evolutivos da ordem sdo ainda pouco conhecidos e os resultados
controversos (Koopman, 1970; Nowak, 1999; Simmons, 1998, 2000; Jones et al.,
2002). Em consequéncia, muitos estudos comparativos buscando identificar os
padrbes evolutivos dentro da ordem vém sendo desenvolvidos, deixando evidente a
importancia de uma avaliagdo da histdria evolutiva dos clados através de analises
comparativas consistentes e bem documentadas.

A hipotese de difilia para Chiroptera foi proposta ha mais de 30 anos, quando
foi sugerido que os Megachiroptera eram mais proximamente relacionados aos
primatas que aos Microchiroptera (Smith, 1976; Pettigrew et al., 1989; Simmons,
1998) e, apesar de antiga, a idéia do difiletismo para a ordem tem estado presente em
debates recentes. Contudo, os resultados da maioria dos estudos bioquimicos,
moleculares e morfoldgicos suportam o monofiletismo da mesma (Simmons, 1998;
Simmons & Geisler, 1998; Van Den Bussche et al., 1998; Nikaido et al., 2000;
2001; Teeling et al., 2000, 2002). Ao nivel infra ordinal, ha um consenso relativo
quanto aos relacionamentos entre as 17 familias reconhecidas de Microchiroptera e,

varias propostas tém sido apresentadas baseadas em diferentes conjuntos de dados
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(Smith, 1976; Van Valen, 1979; Novacek, 1980; Pierson, 1986). Apesar disso, a
sistematica do grupo é bastante complexa, e relacionamentos filogenéticos ndo muito
bem estabelecidos aparecem em varias familias e géneros, entre os quais podemos
citar Myotis, Eptesicus e Pipistrellus da familia VVespertilionidae, Artibeus da familia
Phyllostomidae, Eumops e Molossus da familia Molossidae, entre outros (Simons &

Geilser, 1998; Jones et al., 2002).

1. FAMILIA MOLOSSIDAE

A familia de morcegos insetivoros Molossidae é composta por 16 géneros
e 86 espécies recentes amplamente distribuidas em regides tropicais e temperadas
(Koopman, 1984; Freeman, 1981; Nowak, 1999). Quanto a sistemética do grupo,
dois niveis de questdes tém sido abordados: o primeiro refere-se a posicdo da
familia dentro de Microchiroptera e aos agrupamentos supragenéricos, no nivel
familial e, o outro, aponta exclusivamente para os conflitos entre as varias
proposicdes de relagdes filogenéticas dentro da familia, que culminariam no
reconhecimento e definicdo dos géneros.

Simmons (1998) reconhece para a familia Molossidae, duas subfamilias,
Tomopeatinae, que € monotipica, incluindo apenas Tomopeas ravus, € Molossinae
que inclui todos os outros molossideos

A subfamilia Tomopeatinae, até 1994, foi considerada uma subfamilia de
Vespertilionidae. Entretanto, Sudman (1994), baseado na andlise de dados de
seqiiéncias dos genes citocromo b, mitocondrial e eletroforese de proteinas e,

posteriormente, Simmons (1998), a partir de analise filogenética utilizando
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diferentes conjuntos de dados, demonstraram que Tomopeas estava mais relacionado
aos molossideos que com vespertilionideos e a inclusdo deste em Molossidae nao
alterou o monofiletismo da familia. (Simmons, 1998; Simmons & Geisler, 1998).

Os relacionamentos filogenéticos dentro de Molossidae, e em particular nos
representantes de Molossinae, tém sido investigados utilizando-se principalmente
caracteres morfologicos. Embora as arvores e classificagdes originadas a partir
destes estudos apresentem ainda incongruéncias, elas tém sido concordantes quanto
a monofilia da subfamilia Molossinae (Simmons, 1998).

Em estudo recente Jones et al. (2002), através da analise combinada de 105
estimativas de relacionamentos filogenéticos de diferentes géneros e espécies de
Chiroptera, deram suporte a proposta de Freeman (1981) para Molossidae, que
reconheceu dois clados de molossideos, um, constituido pelos morcegos semelhantes
a Tadarida e outro pelos morcegos semelhantes a Mormoopterus.

No primeiro clado estdo incluidas a maioria dos géneros de Molossidae
(oito). Apesar de grandiosa, a analise ndo resolveu todos os inter-relacionamentos

genéricos e especificos.

2. FAMILIA PHYLLOSTOMIDAE

Entre as familias de morcegos neotropicais, a familia Phyllostomidae ¢ a
que apresenta maior representatividade, com cerca de 53 géneros (Wetterer et al.,
2000) e 146 espécies, das quais 83 ocorrem no Brasil (Taddei, 1996; 1997; Pedro,

1998). Os morcegos desta familia podem ser encontrados nas regides tropicais e
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subtropicais do Novo Mundo, abrangendo desde o sudoeste dos Estados Unidos
até o nordeste da Argentina (Nowak, 1999).

Os registros fosseis mais antigos para a familia datam do Mioceno e
Pleistoceno na América do Sul e América do Norte (McKenna & Bell, 1998). A
irradiacdo adaptativa dos Phyllostomidae aparentemente foi uma resposta para
explorar os varios nichos alimentares no Novo Mundo (Smith, 1976), existindo
grupos de espécies cujo habito alimentar predominante pode ser insetivoro,
carnivoro, frugivoro, nectarivoro, onivoro ou exclusivamente sanguivoro. Apenas
trés espécies de morcegos (Diphylla ecaudata, Diaemus youngi e Desmodus
rotundus) se especializaram para a hematofagia ou sanguivoria, apresentando area
de distribuicdo restrita @ América Latina (Taddei, 1997).

Os membros da familia Phyllostomidae sdo anatomicamente complexos
apresentando formas bastante diversificadas, o que determina consideravel
confusdo e desacordos em estudos sistematicos e filogenéticos de alguns géneros e
espécies.

Os estudos sistematicos tém subdividido a familia em cinco a 11
subfamilias (Koopman 1993,1994; Baker et al., 2003). Apesar de algumas
variacbes quanto a posicdo dos géneros de Phyllostomidae nas subfamilias
reconhecidas, e mesmo no inter-relacionamento entre as subfamilias, os estudos
amplos de Wetterer et al. (2000) e Jones et al. (2002) apresentaram consenso
quanto a monofilia da familia, assim como no reconhecimento de que

Desmondontinae é grupo irmao dos demais filostomideos.
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Entre o0s Stenodermatinae, grande atencdo tem sido dada aos
relacionamentos de alguns géneros, como Sturnira, Artibeus e suas espécies, das
quais Artibeus € o mais complexo. H4& um desacordo no que se refere ao
relacionamento entre as espécies deste taxon e a monofilia do grupo como um
todo (Van Den Bussche, 1992; Lim, 1993; Van Den Bussche,1993,1998).
Koopman (1994) agrupou as espécies de Artibeus em trés subgéneros: (1) o
subgénero Artibeus, que inclui as grandes espécies, (2) o subgénero Dermanura,
incluindo as espécies pequenas e (3) o subgénero Enchisthenes.

Mais recentemente Wetterer et al. (2000) e Jones et al. (2002) analisando
os relacionamentos filogenéticos entre diferentes géneros de Phyllostomidae
propGem que Artibeus com Enchisthenes como subgénero é parafilético, pois este
ndo se relaciona com o0s outros subgéneros de Artibeus, que formam um clado
natural. Para Wetterer et al. (2000) Enchisthenes deve ser reconhecido como um

género diferente de Artibeus.

3. FAMILIA VESPERTILIONIDAE

A familia Vespertilionidae € verdadeiramente cosmopolita, ocorrendo em
todos os continentes, com algumas espécies atingindo as zonas temperadas frias e
muitas ilhas oceénicas, tais como, Bermudas, Galapagos e Hawai (Koopman 1970).
Trata-se da maior familia de Chiroptera, representando um terco das espécies atuais
de morcegos (Koopman, 1993). Constitui um grupo bastante diversificado, para o
qual séo reconhecidos 42 géneros e cerca de 355 espécies, das quais 74 ocorrem nas

Américas e, dessas, 19 podem ser encontradas no Brasil (Taddei, 1996). Os
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primeiros registros fosseis de morcegos da familia Vespertilionidae datam do
Eoceno médio na Europa. Na América do Norte o registro mais antigo desta familia
é do Oligoceno médio e na india Ocidental, América do Sul e Australia datam do
Pleistoceno (Koopman, 1984).

De forma geral, os morcegos da familia Vespertilionidae sdo encontrados em
troncos ou suspensos em ramos, frequentemente protegidos pela folhagem. Ao
entardecer alcam voéos altos onde a eficiéncia das redes de captura (mist-nets) é
discutivel, dificultando a obtencdo de exemplares em ndmero satisfatorio para os
estudos, em todos os meses do ano (Taddei, 1980). Este fato, aliado ao pequeno
namero de caracteres morfoldgicos adequados para a classificacdo taxondémica dos
vespertilionideos, determinam a escassez de publicacdes referentes ao
relacionamento filogenético de Vespertilionidae. Em decorréncia do grande nimero
de espécies da familia, a sistematica, ao nivel familial, € controversa e o
reconhecimento dos géneros com elevado nimero de espécies como Eptesicus e
Myotis ndo é simples.

A primeira proposta de classificacdo para Vespertilionidae foi feita por
Tate em 1942, que baseou-se principalmente em caracteres dentarios,
particularmente a reducdo ou perda de dentes pre-molares e incisivos. Esta
classificagdo reconheceu apenas uma subfamilia para Vespertilionidae:
Vespertilioninae. Outras propostas foram posteriormente formuladas, sendo que
Koopman (1984) reconheceu e agrupou 0s géneros e espécies de Vespertilionidae

em cinco subfamilias: Kerivoulinae, Vespertilioninae (com as tribos Myotini,
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Vespertilionini, Nycticeini, Lasiurini, Antrozoini e Nyctophilini), Murininae,
Miniopterinae e Tomopeatinae.

A proposta mais recente de classificacdo para os Vespertilionidae foi
apresentada por Simmons (1998), que realizou uma analise filogenética utilizando
diferentes conjuntos de dados. Em sua classificacdo ela reconhece cinco
subfamilias: Vespertilioninae (27 géneros e 180 spp.), Myotinae (2 géneros e 86
spp.), Miniopterinae (1 género e 10 spp.), Murininae (2 géneros e 16 spp.) e
Kerivoulinae (1 género e 22 spp.). Dessas, as trés ultimas sdo claramente
monofiléticas. As espécies dos géneros Eptesicus, Histiotus, Lasiurus e Rhogeessa
estdo incluidas na subfamilia Vespertilioninae, enquanto que a subfamilia
Myotinae constitui-se pelas espécies de Myotis e Lasionycteris. A proposta
apresentada por Simmons (1998) foi embasada entre outros dados, pelos
resultados dos estudos citogenéticos realizados por Volleth & Heller (1994a, b).

Simmons (1998) e Simmons & Geisler (1998) apoiados nos estudos de
Volleth & Heller (1994a, b), propuseram a elevacdo da tribo Myotini para a
categoria de subfamilia, e a exclusdo da subfamilia Tomopeatinae de
Vespertilionidae, agora reconhecida como subfamilia de Molossidae. Apesar da
proposta, a monofilia de Myotinae, permanece incerta, pois nenhuma
sinapomorfia morfoldgica é conhecida para o grupo e ndo ha dados disponiveis
para Lasionycteris. No trabalho de Volleth & Heller, (1994b) a monofilia da
subfamilia Vespertilioninae e do género Myotis, pertencente a subfamilia

Myotinae, € apoiada por dados cromossémicos.
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Apesar destas propostas, Jones et al. (2002), ao analisarem os dados
combinados para a familia, concluiram que a falta de resolugdo para 0s
relacionamentos no nivel das subfamilias ndo pode ser resolvida na sua analise,
devido a falta de consenso entre os dados gerados nas investigaces e,
diferentemente do proposto por Volleth & Heller (1994b) a subfamilia

Vespertilioninae apareceu parafilética.

4. FAMILIA EMBALLONURIDAE

A familia Emballonuridae é composta por 13 géneros e cerca de 50 espécies
amplamente distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do planeta (Hood &
Baker, 1986; Robbins & Sarich, 1988; Nowak, 1999). Nas Américas ocorrem 18
espécies das quais 15 ja foram registradas no Brasil (Taddei, 1996). Os registros
fosseis mais antigos para esta familia sdo do Eoceno medio na Europa, Mioceno
médio na Africa e Pleistoceno na América do Sul e América do Norte (McKenna &
Bell, 1998). Duas subfamilias sdo reconhecidas, Taphozoinae, com Taphozous e
Saccolaimus e Emballonurinae, com os 11 géneros restantes. Uma terceira
subfamilia as vezes é reconhecida, Diclidurinae, compreendendo o género Cyttarops
e Diclidurus (Robbins & Sarich, 1988)

Segundo Smith (1976), a maioria das familias de Chiroptera originou-se
aparentemente da radiacdo adaptativa dos emballonurideos, rinolofideos e
vespertilionideos.

De acordo com Simmons & Geisler (1998) com base no grau de

especializacdo morfologica, os emballonurideos teriam chegado primeiro aos
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trépicos do Novo Mundo, seguido dos vespertilionideos. Desta forma, a familia
Emballonuridae tem sido considerada por alguns autores como uma possivel
ancestral dos Noctilionidae, Mormoopidae e Phyllostomidae do Novo Mundo. As
demais familias neotropicais Natalidae, Thyropteridae e Furipteridae aparentemente
derivaram do estoque de vespertilionideos.

Hood & Baker (1986) analisando comparativamente 0s cromossomos de
espécies de Phyllostomidae e Emballonuridae, ndo detectaram homologias
cromossdmicas entre elas.

Na avaliacdo filogenética de Jones et al. (2002), que utilizaram as
combinacfes de 105 estimativas de relacionamentos baseados em diferentes
conjuntos de caracteres, Emballonuridae aparece basal para os Yinochiroptera (todos
0s Microchiroptera), diferentemente dos estudos de Griffths et al. (1992) e Simmons
& Geisler (1998), que reconheceram Emballonuridae como grupo irméo a todas as

outras familias de Microchiroptera.

5. ESTUDOS MOLECULARES NA CARACTERIZAGAO DA VARIABILIDADE
GENETICA

Apesar dos varios estudos tentando esclarecer aspectos evolutivos de géneros
e especies de Chiroptera, estamos ainda longe da situacao ideal. Isto ainda ndo foi
alcancado, pois os relacionamentos evolutivos de muitas espécies ndo foram ainda
formalmente investigados e as incongruéncias tém complicado a situacao.

As analises moleculares realizadas, tanto ao nivel de familia como em niveis

taxondmicos inferiores, tém propiciado a obtencdo de informacgdes importantes e que



22

na maioria das vezes ndo sdo identificadas ou reconhecidas pelos estudos
morfoldgicos, nos quais baseiam-se a maior parte da classificacdo dos morcegos.

A matéria bruta dos estudos de biodiversidade molecular ¢ a mesma
envolvida na evolucdo das espécies: a variabilidade genética. Os varios estudos
visando a caracterizacdo da variabilidade tém sido realizados utilizando diferentes
técnicas, capazes identificar marcadores moleculares e estimar a freqiéncia de
polimorfismos em um segmento de DNA ou em todo genoma.

Podemos destacar as analises de RFLP, RAPD, estudo de microssatélites,
sequenciamento direto de nucleotideo, as quais associadas as analises estatisticas
podem determinar qual o comportamento dos genes no nivel intra e interespecifico e
seu papel na evolucao (Avise, 2000; Juste et al., 2004).

A partir da decada de 80, diferentes tipos de DNAs (mtDNA,
principalmente) vém sendo amplamente utilizados em estudos genéticos e
evolutivos. O aumento significativo na caracterizacdo de seqiiéncias geradas a partir
de DNA de mamiferos tem sido acompanhada da observacéo das variages ocorridas
nos padrOes genéticos de espécies relacionadas, as quais fornecem informacoes
importantes sobre 0s processos responsaveis por toda diversificagdo no planeta
(Avise &Walker, 1999; Bradley & Baker, 2001).

As pesquisas no nivel molecular tém tido muita énfase nos estudos
sistematicos em varios grupos animais. O genoma mitocondrial, pelas suas
caracteristicas e particularidades, tem sido especialmente Util nas analises evolutivas
de vertebrados. O DNA mitocondrial animal é uma molécula de fita dupla circular

que codifica, aproximadamente, 5% de toda a maquinaria necessaria para o
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funcionamento da mitocondria. O conteido em termos de genes é extremamente
conservado, contudo, algumas diferencas sdo relatadas quando comparados
organismos que divergiram ha muito tempo, como entre ordens e classes
taxonémicas (Matioli & Passos-Bueno, 2001).

Outra caracteristica que torna a molécula de DNA mitocondrial muito
atrativa para estudos populacionais e evolutivos é o fato de apresentar heranga
citoplasmatica, de modo que ela ndo segue os padrdes mendelianos de segregacao
e ndo sofre recombinacdo. Uma terceira caracteristica fundamental dessa molécula
¢ a sua alta taxa de evolucgéo (10 vezes superior a um gene de copia Unica nuclear)
(Corneli & Ward, 2000; Arias & Infante-Malachias, 2001).

Apesar da molécula de DNA mitocondrial ser utilizada extensivamente em
estudos moleculares, sequéncias no genoma nuclear fornecem um grande nimero
de marcadores geneticos para analise de variacdo intra interespecifica. Varios
genes nucleares tém sido utilizados para inferéncias filogenéticas, como o gene
nuclear RAG2 (recombination activating gene 2) que, por mostrar-se
extremamente conservado, tem fornecido evidéncias adicionais aos dados
moleculares deficientes obtidos em estudos evolutivos de taxons superiores. O
gene RAG2 é um dos dois genes cujos produtos protéicos estdo envolvidos na
recombinacdo V(D)J, processo envolvendo a formacéo de linfécitos funcionais
(Baker et al., 2000; Lewis-Oritt et al., 2001).

Os diferentes marcadores moleculares como visto, podem apresentar

particularidades relativas as sequiéncias de bases, além das taxas diferentes de
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evolucéo, tipo de segregacéo e distribuicdo no genoma, caracteristicas que devem ser
levadas em conta para as diferentes analises e hipoteses a serem testadas.

Pierson, em 1986, foi 0 primeiro a examinar os caracteres moleculares para
estudo de relacionamento entre familias de Microchiroptera. Desde esta data,
indmeros estudos filogenéticos tém se baseado na andlise de dados moleculares,
como ferramenta auxiliar na sistematica de alguns grupos de morcegos.

Os dados moleculares além de fornecerem subsidios para o esclarecimento
das relagdes filogenéticas dificeis de abordar por outros métodos, podem ser a base
de questionamentos para propostas filogenéticas anteriores. Esse ultimo é o caso da
monofilia de Chiroptera que ainda esta sob discussdo (Nikaido et al., 2001; Teeling
etal., 2002).

Os estudos moleculares, de maneira geral, acabam por caracterizar a
variabilidade genética de um organismo, espécie ou populacdo, constituindo-se
assim um instrumento importante de investigacdo por ecélogos e sistematas, de
aspectos relativos a afinidades e limites entre espécies, na estimativa de niveis de
migracéo e dispersdo das populacdes, entre outros.

Existe atualmente na literatura, inimeros trabalhos propondo relacGes entre
variacdo genética e estrutura populacional de mamiferos e outros vertebrados, com o
intuito de detectar distribuicbes filogeograficas destes organismos ou ainda,
identificar e diferenciar espécies cripticas presentes em dada comunidade.

Analise deste tipo pode ser exemplificada em trabalho recente de Russel et
al. (2005), que a partir da analise de seqiiéncias da regido mitocondrial e da

utilizacdo de metodologias relacionadas a filogenética, genética de populacdo e
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coalescéncia, avaliaram a estrutura genética de populacbes de morcegos da
subespécie Tadarida brasiliensis mexicana, 0s quais apresentam colonias com
grande ndmero de individuos e possuem ampla dispersdo geografica. Os estudos
tradicionais indicavam a ocorréncia de quatro grupos distintos de T. b. mexicana.
Contudo, a partir da correlacdo de variabilidade genética ao comportamento
migratorio desses morcegos, 0s autores verificaram que ndo ha diferencas
significativas na estrutura genética dos individuos destes quatro grupos e as
diferencas encontradas sdo similares a de outros grupos de morcegos nao
migratorios, contrariando o esperado para espécies com comportamento migratorio e
amplamente distribuidas.

Contudo, apesar do grande avan¢o nos estudos moleculares, o significado da
biodiversidade génica ndo é facil de se esclarecer. As medidas de variacdo nem
sempre seguem 0 mesmo padrdo em todos o0s grupos de organismos. (Avise &
Walker, 1999).

Assim, 0 conhecimento da variacdo e comportamento de marcadores
genéticos para uma especie em particular ou um conjunto delas, fornece informacées
importantes que nos permite estimar precisamente a historia evolutiva da espécie,
como o tamanho da populacao, origem, estrutura de acasalamento e estabelecimento
do relogio biologico (molecular), além de ter um papel significativo em estudos de

populacdes de diversos organismos e na sua biogeografia.
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OBJETIVOS

Em vista aos aspectos considerados, foram objetivos do presente trabalho:

* Obter os padrdes de PCR-RFLP de espécies das familias Molossidae e
Phyllostomidae relativos a sequiéncias dos genes 12S/16S mitocondrial e do gene
RAG 2 (Recombination-Activating Gene-2) nuclear.

* Comparar os padrfes obtidos e utilizar estes padrdes na construcdo de
mapas de restricao.

* Com os dados obtidos, fazer analises comparativas envolvendo as espécies

estudadas.
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Resumo

Poucos sdo os trabalhos referentes aos relacionamentos filogenéticos de membros
pertencentes a familia Molossidae e a maioria estd baseado em dados
morfologicos e muitas vezes referem-se a dados supragenéricos. A fim de avaliar
as relacdes de proximidade genética e evolutiva entre espécies de Molossidae,
utilizamos a técnica de PCR-RFLP para obter dados moleculares para os genes

mitocondrial 12/16S e nuclear RAG2 de 11 espécies de Molossidae: Cynomops
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abrasus, C. planirostris, Eumops auripendulus, E. bonariensis, E. glaucinus, E.
perotis, Molossops temminckii, Molossus rufus, M. molossus, Nyctinomops
laticaudatus e N. macrotis. A partir dos dados gerados foi possivel observar que
0s taxons do género Eumops, principalmente E. perotis e E. glaucinus que
aparecem como taxons irmaos formam um grupo consistente. Contudo, o taxon E.
bonariensis apresentou incongruéncias, revelando a complexidade do género.
Molossus molossus e Molossus rufus formaram grupo robusto e consistente,
corroborando dados da literatura referente a monofilia das espécies, contudo,
apresentou-se derivado a todos os outros taxons e ocupando posicdo basal, C.

abrasus e C. planirostris.

Abstract

There are few studies on phylogenetic relationships of Molossidae family
members and the majority of them are based on morphologic data, generally
related to suprageneric traits. To assess the proximity of genetic and evolutive
relationships among Molossidae species, the PCR-RFLP technique was applied to
obtain molecular data for 12/16S and RAG2, respectively mitochondrial and
nuclear genes, of eleven Molossidae species: Cynomops abrasus, C. planirostris,
Eumops auripendulus, E. bonariensis, E. glaucinus, E. perotis, Molossops
temminckii, Molossus rufus, M. molossus, Nyctinomops laticaudatus e N.
macrotis. The results indicate that taxons of Eumops genus, especially E. perotis
and E. glaucinus, form a consistent group. The taxon E. bonariensis presented

incongruences, revealing its complexity. Molossus molossus and Molossus rufus
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form a robust and consistent clade, supporting data of other studies on monophyly
of species, however derived to all other taxa while C. abrasus and C. planirostris

presented a basal position.

Introducao

A superfamilia Molossoidea de Chiroptera, conforme proposto por
Simmons (1998), é constituida pelas familias Antrozoidae e Molossidae. A
familia Molossidae inclui 16 géneros e 86 espécies distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais da Terra. Constitui um grupo distinto, facilmente
identificado pela cauda livre e, algumas espécies, vivem em grandes colbnias,
podendo exceder cinco milhdes de individuos, sendo em algumas regides
considerados 0s morcegos mais comuns. Apesar disto, muitos taxons estdo
pobremente representados nas colegdes e as interpretacdes dos relacionamentos
filogenéticos tém sido baseadas em poucos dados (Freeman, 1981; Koopman,
1984; Nowak, 1999; Simmons & Conway, 2001; Gregorin, 2003).

Sédo reconhecidas para Molossidae, duas subfamilias, Tomopeatinae que é
monotipica, incluindo apenas Tomopeas ravus, e Molossinae que inclui todos os
outros molossideos.

A subfamilia Tomopeatinae foi considerada, até 1994, uma subfamilia de
Vespertilionidae. Simmons (1998) a partir de andlise filogenética utilizando
diferentes conjuntos de dados, demonstrou que o género Tomopeas estava mais

relacionado com molossideos que com vespertilionideos.
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Os relacionamentos evolutivos dos representantes de Molossinae tém sido
investigados utilizando principalmente caracteres morfologicos e morfometricos,
anatdmicos, bioquimicos, moleculares e citogenéticos (Eger, 1977; Freeman,
1981; Ryan, 1991; Sudman et al., 1994; Morielle-Versute et al., 1996; Gregorin &
Taddei, 2002; Peters et al. 2002; Leite-Silva et al., 2003; Gregorin, 2003).

Apesar desses estudos contribuirem para 0 entendimento dos
relacionamentos evolutivos e da variacdo observada entre e dentro dos taxons de
Molossidae, eles apresentam conflitos quando comparados conjuntos diferentes de
dados.

A falta de resolucdo dos dados ja obtidos, a complexidade taxonémica e
filogenética de Molossidae e a aplicabilidade de técnicas moleculares na
sistematica de alguns grupos de morcegos, tanto ao nivel de familia como em
niveis taxondmicos mais baixos, nos levou a utilizar a técnica PCR-RFLP na
obtencdo de dados moleculares para os genes mitocondrial 12/16S e nuclear
RAG2 de 49 espécimes representando 11 espécies de Molossidae, a fim de

analisar os relacionamentos evolutivos entre os tdxons avaliados.

Material e métodos

Taxons examinados
Na analise do gene 12/16S foram analisados 49 espécimes representantes
de 11 espécies e cinco géneros de Molossidae (Cynomops abrasus, C.

planirostris, Eumops bonariensis, E. auripendulus, E. glaucinus, E. perotis,
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Molossops temminckii, Molossus rufus, M. molossus, Nyctinomops laticaudatus e
N. macrotis), e na analise do gene RAG2, 22 especimes representantes de sete
especies e trés géneros (E. auripendulus, E. glaucinus, E. perotis, E. bonariensis,
M. rufus, M. molossus e N. laticaudatus).

Para compor o grupo externo e polarizar os caracteres nas analises de
distancia e filogenética foram incluidos 10 espécimes para o0 gene 12/16S e seis
especimes para 0 gene RAG2, representantes de trés géneros da familia
Vespertilionidae, e quatro espécimes para gene 12/16S e trés espécimes para 0
gene RAG2, representantes de dois géneros da familia Emballonuridae (Tabela 1).

O numero de espécimes analisados de cada taxon foi varidvel em
decorréncia do numero de amostras de tecidos colecionados disponivel no
laboratdrio de Chiroptera, e do nimero de captura de espécimes e obtencdo de

amostras de alguns taxons.

Extracdo de DNA gendmico e amplificacbes
O DNA genbémico foi extraido de fragmentos de tecido fresco ou
congelado a —20°C, de figado, rim, pulmio e musculo. As extracdes de DNA
foram realizadas segundo protocolo de Sambrook et al. (1989) com modificacdes.
Basicamente o método envolveu o rompimento das células com tampéo de
lise (10mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,5% Tween 20 ou SDS 2%),
seguida de digestdo enzimatica com proteinase K (200ug/ml) a 37° C overnight. A

solugdo viscosa obtida foi centrifugada, as proteinas precipitadas com acetato de
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potassio (5M) e o DNA precipitado pela adi¢do de etanol absoluto gelado. O DNA
obtido foi recolhido e diluido em tamp&o TE (10 mM Tris/1 mM EDTA).

A qualidade e quantidade do DNA extraido foi avaliada em
espectofotdmetro, através de medidas da absorbancia das amostras, efetuadas em
230, 260 e 280 nm (Werman et al. 1996).

As amplificacdes por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foram
conduzidas segundo o protocolo descrito por Morales et al. (1993) para 0 gene
12/16S, com a utilizagdo dos primers: Primerl - 5> TGG GAT TAG ATA CCC
CAC TAT 3’ e Primer2 - 5> TGA TTA TGC TAC CTT TGC ACG GT 3, e por
Lewis-Oritt et al. (2001) para o gene RAG2, com a utilizacdo dos primers: RAG2
R1-5" GGC TGG CCC AA(AG) AGATCC TG 3’ e RAG2F1-5 G(AG)A AGG
ATT TCT TGG CAG GAG T 3’. Todas as reacOes foram realizadas em
termociclador Perkin EImer — Gene Amp PCR System.

Os produtos amplificados nas reagdes de PCR foram aplicados em gel de
agarose 1,5% solubilizado em tamp&o TAE 1X e corado com brometo de etidio para
visualizacdo em luz ultra violeta. O tamanho dos produtos obtidos nas reacoes foi
estimado com o marcador de peso molecular ladder de 100pb (BioLabs e

AMRESCO).

Anélise molecular
As seqiiéncias amplificadas foram submetidas a digestdo completa dupla
(associacdo de duas enzimas) e simples (uma Unica enzima), para a determinagéo do

padrdo de variacdo das sequéncias e haplétipos. Foram utilizadas dez enzimas de
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restricdo: Haelll, HindlIl, Pstl, Xhol, Dral, Scal, Ddel, Bglll, EcoRI, Rsal. Cada 6pl
do amplificado foi digerido com trés unidades de enzima e a digestdo foi realizada
conforme as especificacOes dos fabricantes. As duplas digestdes foram realizadas
observando-se a compatibilidade dos tampdes envolvidos nas reagdes, onde, oito das
10 enzimas foram associadas a enzima EcoRlI. Para a enzima Rsal cujo tampdo nao
foi compativel, o procedimento adotado foi o de digestdo simples, também utilizado
para a enzima EcoRI, como controle nas digestdes duplas. Apds as digestdes 0s
fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e visualizados
em luz ultra violeta. Os fragmentos foram identificados por tamanho em pares de

bases (pb) e pela enzima que os gerou.

Analise estatistica e filogenética

Para as analises filogenéticas foram construidas duas matrizes de presenca
(1) e auséncia (0) dos fragmentos obtidos a partir das digestdes. Os dados foram
submetidos a andlises de distancia e filogenética pelo programa PAUP 4.0 beta
(Swofford, 2002).

Antes de iniciadas as analises, o conjunto de dados obtidos e registrados
nas matrizes binérias foi testado quanto ao sinal filogenético. Para isso foi
aplicado o teste estatistico g1 de assimetria, o qual foi calculado para os taxons
definidos para o grupo interno a partir de 10° &rvores geradas aleatoriamente, e 0s
valores obtidos foram comparados com Hillis & Huelsenbeck (1992).

Os meétodos para construcdo de arvores foram: de distancia, com 0s

algoritmos neighbor-joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987) e unweighted pair group
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method with arithmetic means (UPGMA) (Sneath & Sokal, 1973) e o método
baseado em otimizacdo dos dados, o da Méaxima Parcimdnia (MP). Para esta
ultima analise, os caracteres foram considerados ndo ordenados e igualmente
ponderados e o processo de busca de arvores utilizado foi o método branch and
bound (Hendy & Penny, 1982). As analises de distancias geradas pelo programa
PAUP foram baseadas no modelo matematico de Nei & Li (1979). O teste de
confianca utilizado para as matrizes de distancia e filogenética foi o de Bootstrap

com 1000 interacGes (Felsesntein 1985).

Resultados

As amplificagdes por PCR com os dois pares de primers utilizados
geraram fragmentos de aproximadamente 1500 pb para o gene mitocondrial
12/16S, e cerca de 1400 pb para o gene nuclear RAG2. Apds as digestdes
completas (duplas e simples) pelas 10 endonucleases e o registro dos resultados
foram reunidos um total de 142 caracteres para o gene mitocondrial 12/16S, e 68
caracteres para o gene nuclear RAG2.

Na analise de parciménia dos dados do gene mitocondrial, 81 caracteres
foram constantes, 32 varidveis ndo informativos e 29 informativos
filogeneticamente. Para o gene nuclear, 37 caracteres foram constantes, 19
variaveis ndo informativos e 18 informativos filogeneticamente.

A andlise dos varios arranjos obtidos utilizando-se para a polarizacdo dos
caracteres as oito espécies pertencentes as familias Vespertilionidae e

Emballonuridae, mostrou que os dendogramas gerados pelos diferentes métodos
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foram semelhantes, independente do grupo externo utilizado, com pequena
variacdo nos valores de confianca gerados pelo bootstrap.
Por isso sdo apresentadas as topologias onde R. naso € o representante do

grupo externo.

Gene mitocondrial 12/16S

Os dados obtidos para o gene mitocondrial apresentaram um indice de
consisténcia de (IC) = 0,8095, indice de homoplasia (IH) = 0,1905 e indice de
retencdo (IR) = 0,5862. A analise de 10° arvores geradas aleatoriamente produziu
um gl= -0,493010, o qual apresentou desvio a esquerda indicativo de sinal
filogenético.

Os dendogramas resultantes das analises de distancia por UPGMA, NJ e
maxima parcimdnia estdo apresentados na Figura 1. Nas andlises de distancia
pelos algoritmos de NJ e UPGMA os agrupamentos formados e observados nas
Figuras 1A e B evidenciam um grupo com Eumops glaucinus e Eumops perotis,
que apresentou um valor de bootstrap de 57% para NJ e 93% para UPGMA.
Nyctinomops macrotis aparece como taxon irmao deste grupo com 75% de
bootstrap para NJ e 59% para UPGMA. Nos dois algoritmos Molossus rufus
aparece como taxon irméo ao grupo Molossus molossus e Molossops temminckii,
agrupamento este que na analise por UPGMA apresentou um valor de bootstrap
de 71%. Em ambas analises N. laticaudatus aparece ocupando posi¢cdo basal em

relacdo a todos os outros 10 taxons.
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Na Figura 1C é possivel observar os agrupamentos formados pela analise
de méxima parcimonia. O grupo formado para o género Cynomops, com C.
abrasus, C. planirostris e E. bonariensis ocupou posi¢do basal em relacdo aos
outros grupos de Molossidae. Nyctinomops macrotis e N. laticaudatus constituem
um grupo irmao ao grupo com trés das quatro especies de Eumops (E. perotis, E.
glaucinus e E. auripendulus).

O taxon M. temminckii apresenta-se como grupo irméo a E. glaucinus, E.
perotis, E. auripendulus, N. laticaudatus, N. macrotis, M. rufus e M. molossus.
Né&o foram obtidos valores de bootstrap representativos, relativos a esta analise.

Nas trés andlises o tadxon E. bonariensis apresentou relacdo de

proximidade com C. planirostris.

Gene nuclear RAG2

Os dados obtidos para o gene nuclear apresentaram indice de consisténcia
de (IC) = 0,9677, indice de homoplasia (IH) = 0,0323 e indice de retencéo (IR) =
0,9333. O valor de gl obtido a partir de 10° arvores geradas aleatoriamente foi
-0,985046 indicativo de sinal filogenético.

Na Figura 2 estdo representados os dendogramas resultantes das analises
de distancia por UPGMA, NJ e méaxima parcimonia. A grande similaridade
genética de alguns taxons considerados nas andlises de distancia pode ser
facilmente observada nos agrupamentos formados e apresentados na Figura 2A e
B. O grupo formado por espécies do género Eumops, com os taxons E.

bonariensis, E. perotis, E. glaucinus e E. auripendulus apresenta-se bem apoiado



37

pelo valor significativo de bootstrap de 79% na andlise de NJ, e para as espécies
E. perotis, E. auripendulus e E. glaucinus pela analise de UPGMA com 81% de
bootstrap.

Um outro grupo formado pelo algoritmo UPGMA foi M. molossus, M.
rufus e N. laticaudatus, este dltimo como tadxon irmdo dos outros, sendo o
agrupamento fortemente apoiado por indice de confianca de 91%.

A topologia obtida a partir da analise de maxima parciménia para os dados
do gene nuclear RAG2 identificou um grupo com trés das quatro especies de
Eumops (E. glaucinus, E. perotis e E. auripendulus), com apoio de 91% de
bootstrap. Molossus molossus e M. rufus, taxons irmédos de N. laticaudatus e E.

bonariensis irmédo dos outros, com apoio de bootstrap de 50% (Figura 2C).

Discusséao

Poucos sdo os trabalhos referentes aos relacionamentos filogenéticos das
espécies pertencentes a familia Molossidae, e a maioria deles estdo baseados em
dados morfoldgicos e, muitas vezes, referem-se aos relacionamentos
supragenéricos (Freeman, 1981, Gregorin & Taddei, 2002). Neste contexto, 0
resultado do presente trabalho é inédito e promissor.

O numero de caracteres gerados pelo RFLP para as sequéncias génicas
mitocondrial (142 caracteres, sendo que 29 foram informativos) e nuclear (68
caracteres, sendo que 18 foram informativos), a partir da digestdo pelas 10
endonucleases foi bastante significativo, a ponto de detectar a grande variagdo

interespecifica que tem caracterizado alguns taxons de Molossidae.
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O teste estatistico gl, aplicado para avaliar a qualidade dos dados
envolvidos na analise, mostrou que os valores para 0s dois conjuntos de dados
apresentaram distribuicao assimétrica, com desvio indicativo da presenca de sinal
filogenético. Contudo, foi observado uma diferenca entre o valor de gl obtido
para 0 gene mitocondrial quando comparado com o obtido para o gene nuclear,
que foi aproximadamente o dobro do mitocondrial, indicando para o gene nuclear
0 maior sinal filogenético.

O valor g1 obtido para o gene mitocondrial é considerado estatisticamente
critico quando aplicado os critérios de Hillis & Huelsenbeck (1992) para detec¢éo
de sinal filogenético de genes. Segundo os autores, valores baixos de g1 (préximo
de 0) ndo estdo s6 relacionados apenas com a qualidade dos dados, mas também,
com o numero de tdxons e caracteres envolvidos na analise.

Apesar do valor baixo de g1 para os dados gerados pelo gene mitocondrial,
os valores obtidos para os indices de consisténcia e retencdo foram altos, e as
homoplasias foram baixas, garantindo suporte estatistico para o conjunto de dados
avaliados para este gene, assim como para 0 gene nuclear, onde os indices de
consisténcia e retencdo obtidos foram robustos e apresentaram poucas
homoplasias.

As diferencas na qualidade dos dados gerados pelos dois genes esta,
provavelmente, relacionada a natureza do material genético, especialmente porque
a taxa e o tipo de variacdo a que cada nucleotideo esta sujeito é diferente nos
genes nucleares e mitocondriais, onde as taxas de substituicGes de nucleotideos de

regides codificadoras é maior do que nos genes nucleares (Springer et al., 2001).



39

Esta caracteristica tem permitido alguns autores concluirem que 0s genes
nucleares s@o mais eficientes que os mitocondriais nas reconstrugdes dos clados
(Springer et al., 2001).

Nas analises de distancia e parcimonia, as topologias obtidas para os dois
genes, apesar das diferencas no numero de espécies, fragmentos e nos valores de
gl observados para os genes nuclear RAG2 e mitocondrial 12/16S, apresentaram
algumas congruéncias como foi o caso do agrupamento dos taxons Eumops,
Molossus e Nyctinomops.

A presenca de agrupamentos envolvendo espécies do género Eumops (E.
perotis e E. glaucinus), agrupamentos estes suportados pelas varias analises pelos
dois diferentes conjuntos de dados, evidencia que o grupo € robusto. Contudo, o
agrupamento que apresentou melhor suporte foi aquele obtido a partir dos dados
do gene RAG2, que incluiu os quatro taxons de Eumops (E. glaucinus, E.
auripendulus, E. perotis e E. bonariensis), 0 que ndo ocorreu nas analises do gene
mitocondrial, onde os tdxons ndo apresentaram posic¢ao definida dentro do grupo,
nas trés diferentes analises para este conjunto de dados.

Entre as espécies pertencentes ao género Eumops, E. glaucinus e E perotis
sdo as mais distintas morfologicamente. Eumops perotis foi considerado por
Freeman (1981) um grupo distinto feneticamente das outras espécies de Eumops e
mais associado com outros grupos de Molossidae, como o complexo Tadarida-
Otomops. Citogeneticamente algumas espécies do género também séo
caracterizadas por variacdo cromossdmica no numero, morfologia e padrdo de

bandas (Warner, 1974; Morielle-Versute et al., 1988; 1996).
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Finato et al. (2000), a partir da analise de hibridacéo in situ fluorescente
com seqléncias repetitivas (TTAGGG), em espécimes de E. glaucinus e E.
perotis, sugeriram que o cariotipo de E. glaucinus tenha derivado do caridtipo de
E. perotis através de eventos de fusdes Robertsonianas. Eumops auripendulus
parece ocupar posicdo intermediaria entre as duas outras espécies.

A falta de consisténcia nos relacionamentos apresentados por alguns
taxons foi observada pelas diferentes anélises e evidenciada nos dendogramas, a
exemplo do tdxon E. bonariensis que, nas analises de parciménia para 0 gene
nuclear RAG2, apresentou-se em ramo distinto a outras espécies do agrupamento
Eumops, associando-se a N. laticaudatus como taxons irmdos ao grupo M.
molossus e M. rufus. O mesmo ocorreu nas analises de parciménia, UPGMA e NJ
para 0 gene mitocondrial, onde E. bonariensis, ora apareceu como taxon irmao do
grupo Cynomops abrasus e C. planirostris, ora formando um grupo com C.
planirostris, e ainda, aparecendo como taxon basal a E. auripendulus, N.
macrotis, E. glaucinus, E. perotis, M. rufus, C. abrasus M. temminckii e M.
molossus. Estes resultados reforcam a complexidade encontrada nas espécies
pertencentes ao género Eumops.

Eger (1977) considerou E. bonariensis um grupo bastante complexo, e o
taxon estatisticamente mais diverso, apresentando variagdes morfométricas
significativas quando comparado as outras sete espécies e subespécies estudadas
no seu trabalho (E. glaucinus glaucinus, E. perotis californicus, E. perotis perotis,
E. trumbulli, E. underwoodi, E auripendulus e E. maurus). Freeman (1981), a

partir de dados morfolégicos apontou E. hansae como o taxon mais basal para o
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género, e por analise fenética destacou a proximidade deste com E. bonariensis e
com Nyctinomops aurispinosa.

Um outro agrupamento persistente observado foi o grupo formado pelas
especies M. molossus e M. rufus, que apareceu associado a Nyctinomops
laticaudatus (parcimonia e UPGMA, para o gene RAG2).

Os espécimes pertencentes a espécie M. rufus, quando comparados com
outras espécies do género, sdo 0s que apresentam o0 maior tamanho, e algumas
caracteristicas morfoldgicas os distingue de M. molossus, tais como comprimento
e cor de pelo. Apesar das variagcbes morfoldgicas observadas para 0s espéecimes
deste grupo, o suporte estatistico foi bastante robusto, e a proximidade das duas
especies também foi relatada por Morielle-Versute et al. (1996) que identificaram
extensa similaridade quanto a morfologia do cariotipo e ainda, muitas homologias
no padrdo de bandas G destas espécies.

E interessante destacar ainda, que 0s quatro taxons envolvidos nas
diferentes distribuicdes dos ramos (M. molossus, M. rufus, N. laticaudatus e M.
temminckii) apresentam namero dipléide (2n) igual a 48, com variacdo no numero
fundamental, isto €, no numero de bragos dos cromossomos. Segundo Morielle-
Versute et al. (1996) foram observadas homologias cromossomicas, também entre
estes.

O agrupamento formado por C. abrasus e C. planirostris apareceu, na
analise de parcimonia para 0 gene 12/16S, como grupo irméo de E. bonariensis.

Nos outros algoritmos os dados evidenciaram ainda, uma relagao entre os géneros
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Cynomops, Molossops e Molossus, os dois ultimos aparecendo derivados em
relacdo a Cynomops.

O género Cynomops é considerado por alguns autores como subgénero de
Molossops (Freeman, 1981), enquanto outros o descrevem como género
monofilético e Molossops aparece como grupo irmdo (Peters et al. 2002).

Gardner (1974) a partir da analise cariotipica de espécies pertencentes ao
género Molossops e Cynomops 0s reconheceu como géneros distintos e apontou
que M. temminckii (2n=48, NF=68) estd mais relacionado cariotipicamente a E.
auripendulus (2n=42, NF=62) porém, possivelmente eles tém historias evolutivas
diferentes. No estudo de Gregorin (2000), o género Molossops apareceu
parafilético a Cynomops em arvore de consenso gerada a partir de dados
morfologicos. Peters et al. (2002) em anélise baseada em dados moleculares para
genes mitocondriais e dados morfométricos, em combinacdo com estudos
anteriores, sugeriram a elevacdo de Cynomops para o status de género. Além
disso, os resultados desses autores suportaram que as espécies Molossops
temminckii e M. neglectus sejam grupo irméo do grupo monofilético Cynomops.

Apesar das varias propostas no estabelecimento do limite entre as espécies
deste taxon e de varios outros de Molossidae, os relacionamentos filogenéticos
interespecificos permanecem néo resolvidos.

Conforme apresentado no presente estudo, os marcadores utilizados foram
informativos e forneceram dados para as analises das relacdes envolvendo os
taxons de Molossidae utilizados, e os resultados foram apoiados pela literatura.

Contudo, algumas questbes relevantes ndao foram totalmente esclarecidas, tais
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como, o estabelecimento do taxon que ocupou a posi¢do basal. Em nossa analise o
género Molossus apresenta-se um grupo derivado em relacdo aos outros quatro
géneros, contrariando os dados cariotipicos de Warner et al. (1974) os quais
colocaram Molossus como apresentando a condicdo cariotipica semelhante a
ancestral (2n=48) para a familia. Uma posi¢cdo mais basal para Molossus é
provavel quando se considera dados cromossémicos, Vvisto que 0s eventos de
evolucdo cariotipica, ndo seguem o padréo dos eventos nos caracteres moleculares
e morfoldgicos, explicando as incongruéncias observadas nos diferentes conjuntos
de dados.

Para 0 melhor entendimento do relacionamento evolutivo de Molossidae
baseado em andlises moleculares é necessario a inclusdo de novos taxons e a
utilizacdo de um numero maior de marcadores. Contudo, analises parciais
auxiliam o estabelecimento dos limites da variacdo das espécies e no
entendimento de como elas tém respondido aos diferentes fatores e pressdes

evolutivas.
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Figura 1: Dendogramas representativos das analises A) Neighbor-joining (NJ),
B) UPGMA e C) Parcimbnia Maxima, para os dados gerados a partir do gene

mitocondrial 12/16S. Valores de bootstrap apresentado nos n6s dos ramos.
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Figura 2: Dendogramas representativos das analises A) Neighbor-joining (NJ),
B) UPGMA e C) Parcimbnia Maxima, para os dados gerados a partir do gene

nuclear RAG2. Valores de bootstrap apresentado nos nds dos ramos.



50

Rhynchonycteris naso

Molossus rufus

Molossus molossus

Nyctinomops laticaudatus

Eumops bonariensis

Eumops perotis

Eumops glaucinus

Eumops auripendulus

Rhynchonycteris naso

Nyctinomops laticaudatus

Molossus molossus

Molossus rufus

Eumops perotis

Eumops auripendulus

Eumops glaucinus

Eumops bonariensis

Rhynchonycteris naso

Eumops bonariensis

A)
79
79
55

B)

91

81
C)

50
91

Nyctinomops laticaudatus

Molossus molossus

Molossus rufus

Eumops glaucinus

Eumops perotis

Eumops auripendulus



51

Tabela 1: Espécies e nimero de espécimes analisados de cada gene. (* espécies

utilizadas como grupo externo).

Epécies

12/16S

RAG2

Cynomops abrasus
Cynomops planirostris
Eumops auripendulus
Eumops bonariensis
Eumops glaucinus
Eumops perotis
Molossops temminckii
Molossus rufus

Molossus molossus
Nyctinomops
laticaudatus
Nyctinomops macrotis

Eptesicus furinalis”
Lasiurus ega”
Lasiurus cinereus
Lasiurus blossevilii~
Myotis nigricans
Myotis riparius
Peropteryx macrotis-

Rhynchonycteris naso”
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Resumo

A analise PCR-RFLP em sequéncias génicas mitocondrial (12/16S) e nuclear
(RAG2) foi utilizada para analisar a variabilidade genética em quatro espécies de
Phyllostomidae (Artibeus lituratus, Artibeus planirostris, Carollia perspicillata e
Phylostomus discolor). A determinacdo do relacionamento evolutivo dos taxons foi
baseada em 66 caracteres gerados para o gene RAG2 e 107 para o gene mitocondrial

12/16S. A qualidade dos dados gerados por ambos marcadores indicou um forte
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sinal filogenético, assim como valores elevados para o indice de consisténcia e
retencdo que ficaram entre 1 e 0,9, e baixos para as homoplasias: 0,07 para o gene
nuclear RAG2 e zero para 0 gene mitocondrial. A andlise filogenética permitiu
confirmar a hipotese de monofilia de A. lituratus e A. planirostris, e apontar C.
perspicillata como grupo irmdo destes. Phyllostomus discolor apresentou-se basal

em relacéo aos outros trés tdxons examinados.

Abstract

The PCR-RFLP analysis in mitochondrial (12/16S) and nuclear (RAG2) gene
sequences was applied to assess the genetic variability of four species of
Phyllostomidae (Artibeus lituratus, Artibeus planirostris, Carollia perspicillata
and Phylostomus discolor). The determination of the evolutive relationships of
taxa was based in 66 characters generated for the genes RAG2 and 107 for the
mitochondrial gene 1