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Resumo Geral

O Cerrado apresenta 101 espécies de morcegos em sua fauna, nimero que tende a
aumentar visto que a diversidade dos Chiroptera ainda € considerada pouco conhecida neste
bioma. Phyllostomidae é a familia mais diversificada dos morcegos do novo mundo, sendo
composta por sete subfamilias. Stenodermatinae é a subfamilia mais numerosa, com a maioria
dos géneros apresentando listras claras faciais. Dermanura gnoma Handley, 1987, incluido
nesta subfamilia, diferencia-se das outras espécies do género pela presenca do terceiro molar
inferior e pela coloracdo amarela da orelha, trago e base da folha nasal. A subfamilia
Phyllostominae é representada por morcegos essencialmente neotropicais. Tonatia bidens
Spix, 1823 e Tonatia saurophila Koopman & Williams, 1951 ambos desta subfamilia, se
diferem essencialmente pela presencga/auséncia de uma listra clara na cabeca. Dois espécimes
de Dermanura gnoma capturados no municipio de Nova Xavantina — MT foram analisados
citogenéticamente, e adicionalmente 10 espécimes foram utilizados para anéalises
morfolégicas e cranianas. Dois espécimes de T. bidens e um de T. saurophila foram
capturados no municipio de Barra do Gargas — MT e analisados citogenéticamente. O material
citogenético obtido foi submetido & coloragdo convencional com Giemsa, bandamento C,
NOR e CMA;. Analises moleculares foram realizadas por meio do marcador COI. As analises
cromossdmicas revelaram que D. gnoma, T. bidens e T. saurophila apresentam em sua
constituicdo cariotipica nimero diploide (2n = 30; 2n = 26 e 2n = 16) e nimero fundamental
(NF = 56, NF = 38 e NF = 20), respectivamente. As andlises por meio do marcador COI
confirmaram a identificacdo das especies analisadas, formando clados com indice de
dissimilaridade alto. O presente estudo contribuiu com a caracterizacdo morfoldgica,
citogenética e molecular de espécies da ordem Chiroptera no estado de Mato Grosso.

Palavras-chave: Cromossomos, COl, Cerrado, handamentos cromossémicos.
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General Abstract

The Cerrado biome presents 101 bat species in its fauna, a number that is bound to grow,
since Chiroptera diversity is still considered poorly known in the biome. Phyllostomidae is the
most diverse bat family in the New World, and comprises seven subfamilies. Stenodermatinae
is the most numerous subfamily, and most genera present light facial stripes. Dermanura
gnoma Handley, 1987, included in this subfamily, is different from other species in the genus
for the presence of the third mandibular molar and for the yellow coloration of the ear, tragus
and nose-leaf basis. The Phyllostominae subfamily is represented by essentially Neotropical
bats. Tonatia bidens Spix, 1823 and Tonatia saurophila Koopman & Williams, 1951, both
from this subfamily, differ basically for the presence/absence of a light stripe on the head.
Two specimens of Dermanura gnoma captured in the municipality of Nova Xavantina — MT
were analyzed cytogenetically, and 10 additional specimens were used for morphological and
cranial analyses. Two specimens of T. bidens and one of T. saurophila were captured in the
municipality of Barra do Garcas — MT and cytogenetically analyzed. The cytogenetic material
obtained was subjected to conventional coloration with Giemsa, C banding, NOR and CMA;.
Molecular analyses were conducted using the COIl marker. The chromosomes analyses
revealed that D. gnoma, T. bidens and T. saurophila presented, in their karyotypic
constitution, diploid number (2n = 30; 2n = 26 and 2n = 16) and fundamental number (NF =
56, NF = 38 and NF = 20), respectively. Analyses with the COI marker confirmed the species
identification, forming clades with high dissimilarity index values. The present study
contributed to the morphological, cytogenetic and molecular characterization of the species of
the order Chiroptera in the state of Mato Grosso.

Keywords: Chromosomes, COI, Cerrado, chromosome banding.
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Formatacéao

A dissertacdo € composta por dois capitulos, sendo a introducédo geral, capitulo I e
capitulo Il formatados segundo as normas de referéncias bibliograficas da revista Iheringia,

série Zoologia (Anexo 1).
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Introducéo geral

O Cerrado, considerado o segundo maior bioma brasileiro, tem sua localizacéo
geografica condicionada por fatores climaticos (temperatura, pluviosidade, umidade relativa)
e pelo tipo de substrato, sendo caracterizado como um complexo vegetacional com formacdes
campestres e florestais (EITEN, 1994; KLINK & MACHADO, 2005; VALENTE, 2006; RIBEIRO &
WALTER, 2008).

Este bioma apresenta uma alta riqueza bidtica e um elevado nivel de endemismo,
sendo considerado um “hotspot” mundial de biodiversidade (WALTER & GUARINO, 2006). Do
total de 251 espécies da fauna de mamiferos conhecida no bioma, 101 espécies sdo
representadas pelos morcegos (PAGLIA et al., 2012). Estudos com morcegos neste bioma
ainda sdo poucos e mal distribuidos (AGUIAR & ZORTEA, 2008), mas a riqueza de espécies
tende a aumentar a medida que os estudos com o grupo aumentem no bioma.

Os morcegos compdem a ordem Chiroptera, composta por aproximadamente 1.100
espécies, dividida em duas subordens: Megachiroptera e Microchiroptera (SIMMONS, 2005).
Os Megachiroptera apresentam uma Unica familia, Pteropodidae, encontrada exclusivamente
no Velho Mundo e representada por 42 géneros e 185 espécies (BREDT et al., 1996; PERACCHI
et al., 2011). Os Microchiroptera estdo amplamente distribuidos por todo o globo, envolvendo
17 familias, 157 géneros e 928 espécies (SIMMONS, 2005; PERACCHI et al., 2011). No Brasil
ha ocorréncia de nove familias da subordem Microchiroptera: Emballonuridae, Furipteridae,
Molossidae, Mormoopidae, Natalidae, Noctilionidae, Phyllostomidae, Thyropteridae e
Vespertilionidae, totalizando 65 géneros e 174 espécies (PAGLIA et al., 2012; REIs et al.,
2013).

A familia Phyllostomidae, endémica do continente americano, destaca-se como a mais

versétil na exploragdo de alimentos (PAssOS & GRAcIOLLI, 2004) e a mais diversificada com



57 géneros e 160 espécies descritas até o momento, formando um grupo monofilético de
morcegos do Novo Mundo (BAKER et al., 2003, SIMMONS, 2005). Atualmente esta familia
encontra-se subdividida em sete subfamilias: Carolliinae, Desmodontinae, Glossophaginae,
Phyllostominae, Stenodermatinae, Brachyphyllinae e Phyllonycterinae, sendo que apenas as
duas Ultimas néo estdo representadas no Brasil (PERACCHI et al., 2011).

Stenodermatinae € a subfamilia mais numerosa para Phyllostomidae, com 67 espécies
descritas (SIMMONS, 2005). Os morcegos desta subfamilia podem apresentar tamanhos
variando de pequeno a grande com a amplitude do antebraco que vai de 25 mm em Ametrida
até 75 mm em grandes Artibeus; sdo predominantemente frugivoros, com algumas espécies
completando sua dieta com outros itens, como recursos florais, insetos e folhas. (ZORTEA,
2007). A maioria dos géneros apresenta focinho curto e listras claras faciais, mas em algumas
espécies estas listras sdo apenas esbogadas (PERACCHI et al., 2011).

O género Dermanura Gervais, 1856 representa 0S pequenos morcegos pertencentes a
esta subfamilia, incluindo alguns dos morcegos frugivoros mais comuns da regido Neotropical
(SoLARI et al., 2009). Dermanura gnoma Handley, 1987 tém habito frugivoro com dieta
pouco conhecida. No Brasil ha registros desta espécie para todas as regides exceto a regido
Sul, ocorrendo em ambientes florestais e também no Cerrado (GONGALVES & GREGORIN,
2004; ZORTEA, 2007). Embora haja registros desta espécie em vérias regides, dados
cariotipicos ainda ndo foram avaliados.

A subfamilia Phyllostominae é representada por morcegos essencialmente
neotropicais. Dos 16 géneros descritos, 15 ocorrem no Brasil, sendo registradas 33 espécies
com predominancia de insetivoria nas especies menores e carnivoria nas maiores (GIANNINI &
KALKO, 2004; NOGUEIRA et al., 2007; WILLIAMS & GENOWAYS, 2007). O género Tonatia
Gray, 1827 incluido nesta subfamilia, atualmente é representado por duas espécies Tonatia

bidens Spix, 1823 e Tonatia saurophila Koopman & Williams, 1951. Estas espécies



apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes e poucos registros de ocorréncia na
natureza. Recentemente uma revisdo taxonémica foi proposta para este género (WILLIAMS et
al., 1995), mas dados cariotipicos ainda sdo pouco conhecidos.

Muitos dos caracteres morfologicos e morfométricos utilizados na taxonomia dos
morcegos apresentam variabilidade, ocasionando dificuldades no levantamento de
informacdes que permitam reconstruir relacdes evolutivas desse grupo (MORATELLI &
MORIELLE-VERSUTE, 2007). Desta forma para obtencdo de informacgfes mais robustas tém
sido abordados diferentes e amplos conjuntos de dados incluindo caracteres morfologicos,
citogenéticos e moleculares para a construcdo de filogenias (FARIA, 2003), bem como para a
compreensdo de aspectos taxonémicos e evolutivos (BAKER et al., 1982).

Estudos cariotipicos possuem um nivel morfolégico Unico, pois o cariétipo € menos
influenciado por fatores externos do que outras caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas
(BAKER, 1970). Embora possam ocorrer os polimorfismos cromossoémicos, eles sdo
dificilmente encontrados com as espécies permanecendo morfologicamente idénticas, ndo
havendo uma relacéo direta entre a variabilidade cromossémica e a morfol6gica, sendo cada
tipo de polimorfismo atuante de forma independente no processo evolutivo (GUERRA, 1988).
As analises cromossdmicas de uma determinada espécie tém varias finalidades, como a de
contribuir para o conhecimento da estrutura, organizacdo molecular e o0 comportamento dos
cromossomos, bem como para 0 mapeamento de genes especificos (KASAHARA, 2009).

Entre as técnicas citogenéticas convencionais importantes na andlise de regides
cromossdmicas especificas, destacam-se, o bandamento C (SUMMER, 1973) para a
visualizacdo das regides de heterocromatina constitutiva (HC) e a impregnacgdo com nitrato de
prata (HOweLL & BLAcCK, 1980). Em morcegos a HC geralmente ocorre nas regides
centroméricas, teloméricas ou intersticiais, variando no tamanho do bloco heterocromatico

(GUERRA, 1988; VARELLA-GARCIA et al., 1989; VARELLA-GARCIA & TADDEI, 1989) e a



impregnacdo com nitrato de prata marca precisamente sitios cromossémicos conhecidos como
regides organizadoras de nucléolos (RONS) ativas durante o Gltimo ciclo de diviséo celular,
sdo nestes sitios cromossdémicos que os principais genes de rDNA 18S, 28S e 5.8S sdo
agrupados (GUERRA, 1988).

O uso de fluorocromos base-especifico caracterizam as bandas heterocromaticas em
seu conteudo GC ou AT e tém sido utilizados para auxiliar no pareamento dos cromossomos
homologos e para diferenciar segmentos heterocromaticos que aparentemente Séo
homogéneos, quando é utilizada a coloracdo convencional por Giemsa e banda-C (SUMNER,
1990).

Com o intuito de auxiliar na identificacdo dos taxons, a caracterizacdo molecular das
espécies esta sendo usada em complemento as analises morfologicas e citogenéticas para
diferentes grupos de organismos (NORONHA et al., 2003). O citocromo ¢ oxidase subunidade |
(COI) pode servir como um codigo de barras de DNA para a identificacdo de espécies animais
utilizando um fragmento de DNA mitocondrial (DNA mt) (HEBERT et al., 2003).

Este trabalho objetivou analisar a morfologia externa e craniana de espécies do género
Tonatia e Dermanura, bem como verificar os dados cariotipicos quanto ao nimero dipléide e
namero fundamental das espécies Tonatia bidens, Tonatia saurophila e Dermanura gnoma,
sendo a confirmacdo das espécies utilizadas através de dados moleculares pela utilizacdo do
gene mitocondrial COI, visando caracterizar o0s espécimes ocorrentes no Cerrado

matogrossense.
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Resumo

O género Tonatia, é representado por duas espécies e distribui-se por quase todos 0s
estados brasileiros exceto, Goias, Rondonia, Rio Grande do Norte e Rio Grande do Sul.
Tonatia bidens (Spix, 1823), Chiroptera de porte médio da subfamilia Phyllostominae
diferencia-se de Tonatia saurophila pela auséncia de uma listra clara na cabeca, constricdo
pos-orbital ampla, aglomeracdo no segundo pré-molar inferior e caninos inferiores separados
por uma abertura estreita. Dois espécimes de T. bidens e um de T. saurophila foram
capturados no municipio de Barra do Gar¢cas — MT, no Parque Estadual da Serra Azul e
Complexo da Serra do Roncador, respectivamente. Foram realizadas medidas morfoldgicas,
analises citogenéticas por meio da coloracdo convencional com Giemsa, bandamento C, NOR
e CMA; e analises moleculares por meio do marcador citocromo c¢ oxidase subunidade I
(CQI). As analises cromossdmicas revelaram que a espécie T. bidens apresenta ndmero
diploide igual a 26 (2n = 26) e nimero fundamental igual a 38 (NF = 38). O cariotipo de T.
saurophila apresenta nimero diploide igual a 16 (2n = 16) e nimero fundamental igual a 20
(NF = 20), se assemelhando ao descrito na literatura para T. bidens. As analises por meio do
marcador COI confirmaram a identificacdo correta das espécies aqui analisadas, formando
dois clados distintos entre T. bidens e T. saurophila com um indice de dissimilaridade alto

para essas espécies (15,8%), confirmando a distancia genética existente entre elas.

Palavras-chave: Cromossomos, COl, bandamentos cromossémicos, morfometria.



Abstract

The Tonatia genus is represented by two species and occurs in almost all Brazilian
states except for Goias, Rondbnia, Rio Grande do Norte and Rio Grande do Sul. Tonatia
bidens (Spix, 1823), a medium-sized Chiroptera from the Phyllostominae subfamily, differs
from Tonatia saurophila for the absence of a light head stripe, wide post-orbital constriction,
mandibular second premolar agglomeration and mandibular canines separated by a narrow
opening. Two specimens of T. bidens and one of T. saurophila were captured in the
municipality of Barra do Gargas — MT, in the Serra Azul State Park and the Serra do
Roncador Complex, respectively. We took morphological measures, performed cytogenetic
analyses using conventional coloration with Giemsa, C banding, NOR and CMA;, and
performed molecular analyses using the cytochrome c oxidase | marker (COI). Chromosomes
analyses revealed that T. bidens presents a diploid number of 26 (2n = 26) and fundamental
number of 38 (NF = 38). The karyotype of T. saurophila presents a diploid number of 16 (2n
= 16) and fundamental number of 20 (NF = 20), similar to what is described in the literature
for T. bidens. The COIl marker analyses confirmed the correct identification of the studied
species and formed two clades distinguishing T. bidens and T. saurophila with a high
dissimilarity index between species (15.8%), which confirms the genetic distance between
them.

Keywords: Chromosomes, COI, chromosome banding, morphometry.



Introducéo

O bioma Cerrado apresenta uma grande diversidade de habitats, abrigando 101
especies de morcegos (PAGLIA et al., 2012), nimero que tende a aumentar visto que a riqueza
desse grupo no bioma ainda é pouco conhecida.

No Brasil sdo conhecidas nove familias de Microchiroptera, totalizando 65 géneros e
174 espécies (PAGLIA et al., 2012). A familia Phyllostomidae, endémica do continente
americano, destaca-se como a mais versatil na exploracdo de alimentos (PAsSsos &
GRACIOLLI, 2004) e a mais diversificada com 56 géneros e 160 espécies descritas, formando
um grupo monofilético de morcegos do Novo Mundo (BAKER et al., 2003; SIMMONS, 2005),
atualmente esta subfamilia encontra-se subdividida em sete subfamilias (PERACCHI et al.,
2011a).

A subfamilia Phyllostominae Gray, 1825, pertencente a Phyllostomidae, constitui um
diversificado clado de morcegos, com formas que variam de 10 até quase 200g e também com
dieta bem diversificada. Sdo reconhecidos 16 géneros e 42 espécies para esta subfamilia, dos
quais apenas um género e uma espécie ndo ocorrem na América do Sul onde também existem
12 espécies endémicas (WILLIAMS & GENOWAYS, 2007). BAKER et al. (2003) sugerem o
monofiletismo desta subfamilia organizando-a em trés tribos: Macrophyllini, com dois
géneros Trachops e Macrophyllum, Phyllostomini composta por Tonatia, Lophostoma,
Mimon, Phyllostomus e Phylloderma e Vampyrini composta por Chrotopterus e Vampyrum.

O género Tonatia Gray, 1827 era inicialmente composto também pelas espécies que
integram hoje o género Lophostoma d’Orbigny, 1836. Atualmente é representado por duas
espéecies Tonatia bidens Spix, 1823 e Tonatia saurophila Koopman & Williams, 1951.
Tonatia bidens apresenta como localidade tipo Brasil, Bahia, Rio S&o Francisco, apds a

revisao do género a ocorréncia desta especie ficou limitada ao leste e sul do Brasil, Paraguai e

10



norte da Argentina (WILLIAMS et al., 1995), e recentemente foi registrada na Bolivia (PACA et
al., 2012), informacdes anteriores a esta revisdo sobre a ampla distribuicdo desta espécie na
Ameérica Central e América do Sul referem-se a T. saurophila (SmiTH, 2009). Tonatia
saurophila apresenta como localidade tipo Balaclava, St. Elizabeth Parish, Wallingford
Roadside Cave, Jamaica, sendo nesta localidade conhecida apenas por registros fosseis
(WiLLIAMS et al., 1995). Distribuem-se no México (Chiapas) e de Belize para o Peru, Bolivia,
Venezuela, Guianas, Trinidad, Brasil, Equador, Suriname, Colémbia e Argentina (BARQUEZ
& Diaz, 2001; CLARKE & DownIg, 2001; SiIMMONS, 2005; McDoONOUGH et al., 2011;
SAAVEDRA-RODRIGUEZ & R0JAS-DiAz, 2011).

As caracteristicas morfoldgicas de T. bidens e T. saurophila muito se assemelham,
podendo resultar em identificacdes equivocadas. Antes da revisdo taxonémica realizada por
WiLLIAMS et al. (1995) T. saurophila tém aparecido sob os nomes T. bidens (WILLIAMS &
GENOWAYS, 2007; CATzEfFLIS, 2010). A exemplo disso, GENOWAYS & BAKER (1978)
baseados nos aspectos morfolégicos identificaram espécimes de Tonatia que apresentam uma
listra clara na cabeca que se estende até a parte de tras das orelhas como sendo T. bidens.
WILLIAMS et al. (1995), ap6s uma complexa revisdo taxondmica do género Tonatia, afirmam
que as diferencas morfoldgicas marcantes para distinguir T. saurophila de T. bidens é o fato
de nesta ultima estar ausente a listra clara no topo da cabeca. Apesar desta resolugdo
taxondmica para o género Tonatia, dados cariotipicos sdo poucos conhecidos.

BAKER & BICKHAM (1980) verificaram através de analise cariotipica que a evolucéao
cromossomica em morcegos pode ocorrer em duas linhagens distintas, com algumas
linhagens apresentando mudancas répidas e considerdveis com cariétipos derivados por
extensos rearranjos cromossdémicos e outras linhagens com uma taxa de evolucao cariotipica
mais lenta, onde as espécies relacionadas compartilham o mesmo numero dipléide em seu

cariotipo, sendo diferenciadas por poucos rearranjos. Exemplo de ambas as situacdes pode ser
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observado dentro da subfamilia Stenodermatinae, onde as espécies Uroderma bilobatum e
Vampyressa pusilla apresentam grande variabilidade cromossdémica intraespecifica sendo
relatados trés citotipos cromossémicos para U. bilobatum e citétipos com numero diploide
variando de 18 a 24 cromossomos em V. pusilla, devido a ocorréncia de diversos rearranjos
(GARDNER, 1977; BAKER, 1979; SiLVA et al., 2005). J& quando comparados Artibeus,
Sturnira e Platyrrhinus, foi possivel verificar que espécies destes diferentes géneros
apresentam cariétipos muito semelhantes inclusive no padrdo de bandas G (Faria et al., 2006)

Considerando os trabalhos citogenéticos ja realizados no género Tonatia, o cariétipo
de T. bidens é descrito como numero diploide 16 (2n = 16) e nimero fundamental de bracos
autossomicos 20 (NF = 20) e os cromossomos sexuais, X e Y correspondem a um
cromossomo metacéntrico e acrocéntrico, respectivamente (BAKER, 1970; BAKER & Hsu,
1970; PATTON & BAKER, 1978; BAKER & BICKHAM, 1980). As regides organizadoras de
nucléolo, sdo evidenciadas nesta espécie em um par de cromossomos acrocéntricos, o par 4
(SANTOS et al., 2002).

A utilizacdo de fluorocromos GC-especifico (CMA3) possibilita compreender as
relacfes cromossémicas que se estabeleceram em cada cari6tipo tais como, organizacdo, e
evolucdo cromossdémica através da identificacdo de rearranjos intraespecificos e
interespecificos e diferenciacdo de segmentos heterocrométicos aparentemente homogéneos
por Giemsa e banda-C (GUERRA, 1988; SANTOS & Souza, 1998; KASAHARA, 2009). Ainda
sdo poucos os estudos com fluorocromos base-especifico para morcegos (SANTOS & SOUZA,
1998; SANTOS et al., 2001; LEITE-SILVA et al., 2003; GOMES et al., 2012). SANTOS et al.
(2001) utilizando fluorocromos base-especificos visualizou o padrdo de bandas para morcegos
hematofagos Desmodus rotundus e Diphylla ecaudata, sendo revelado um padrdo de bandas

fracas nos cromossomos das duas espécies.
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Com o intuito de auxiliar na identificacdo dos taxons, a caracterizagdo molecular das
espécies esta sendo usada em complemento aos aspectos morfologicos e citogenéticos para
diferentes grupos de organismos (NORONHA et al., 2003). O citocromo oxidase subunidade |
(COI) pode servir como um codigo de barras de DNA para a identificacdo de espécies animais
utilizando um fragmento de aproximadamente 648 pb do gene mitocondrial (HEBERT et al.,
2003). Estudos com COI em morcegos ainda sdo recentes (CLARE et al., 2011; NEesiI et al.,
2011). CLARE et al. (2007) analisando morcegos neotropicais na Guiana identificaram todos
os exemplares a partir de sequéncias COI e verificaram um alto nivel na variacdo do codigo
de barras dentro do grupo, refletindo uma mudanca geral no padrdo da diversidade
intraespecifica quando comparado com outros grupos de animais.

Uma abordagem sobre o relacionamento filogenético dos géneros Tonatia e
Lophostoma foi realizada por LEe-JR et al. (2002), baseados em sequéncias de DNA
mitocondrial 12S e 16S. Neste trabalho os autores verificaram que as nove espécies que
integravam o género Tonatia ndo formavam um grupo monofilético e propuseram a mudanca
de todas as espécies de Tonatia para Lophostoma, exceto T. bidens e T. saurophila.

Devido as incertezas taxondmicas e citogenéticas do género Tonatia, este trabalho
buscou obter uma melhor compreensdo dos aspectos morfolégicos e citogenéticos para o
género e a ampliacdo do conhecimento dos morcegos do Cerrado, por meio da caracterizagdo
citogenética de espécimes de Tonatia bidens e Tonatia saurophila e da utilizacdo de

sequéncias nucleotidicas de DNA mitocondrial para a confirmacédo das espécies analisadas.
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Material e Métodos

1. Capturas e espécies

Dois exemplares de T. bidens foram coletados no Parque Estadual da Serra Azul
(PESA), uma unidade de conservacgdo localizada no municipio de Barra do Gargas, regido
Leste do estado de Mato Grosso. O PESA possui uma area de 11.002ha de Cerrado
apresentando diversas fitofisionomias, o clima dominante é tropical chuvoso, pertencente ao
tipo AW — quente e umido, de acordo com a classificacdo de Képpen (FEMA, 2003). Um dos
exemplares foi capturado no dia 24 de abril de 2013 em uma mata de galeria preservada, a
533 metros de altitude, tendo como um dos seus limites uma matriz de pasto abandonada
(15°50'17,5" S, 52°14'56,0" W). O segundo exemplar foi capturado em 28 de agosto de 2013
em um cerrado ralo, com 728 metros de altitude circundada por vegetacdo natural preservada,
com a vegetacdo arbdrea variando entre dois e nove metros (15°49'36,2" S, 52°13'50,1" W),
neste local ndo ha evidéncias de degradacéo.

Um exemplar de T. saurophila, espécie ainda ndo registrada para o estado de Mato
Grosso, foi coletado numa propriedade particular, em 24 de agosto de 2013 em uma mata de
galeria preservada situada em um complexo da Serra do Roncador, municipio de Barra do
Garcas (15°20'36,6" S, 52°12'59,0" W). O local de coleta é circundado por ambientes
preservados, mas encontra-se proximo a uma area agricola com plantacao de soja.

A captura dos morcegos foi realizada com a utilizacdo de redes de neblina de 9 m x 3
m abertas das 18h00min as 00h00Omin e a revisdo para a retirada dos morcegos foi realizada
em intervalos de 30 minutos. Os morcegos capturados foram acondicionados em sacos de
pano individuais para identificacdo e tomada de medidas morfoldgicas. A identificacdo dos
espécimes foi realizada através de bibliografias especializadas (V1zoTTo & TADDEI, 1973;

GARDNER, 2007; REIs et al., 2013), e confirmacdo com envio a um especialista do laboratorio
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de Biodiversidade Animal, da Universidade Federal de Goids (UFG), Campus de Jatai-GO.
Apds serem sacrificados para a obtencdo de material genético, os espécimes foram
depositados como material testemunho na colecéo cientifica do Laboratorio de Genética da
Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Campus de Nova Xavantina, sob 0s

numeros tombo: RM 338 e RM 356 (Tonatia bidens) e RM 354 (Tonatia saurophila).

2. Analise de caracteres morfologicos externos e cranianos

Em cada exemplar foram verificados os dados de peso, sexo, faixa etaria (adulto e
subadulto) e condicdo reprodutiva. Também foram realizadas medidas morfoldgicas externas
e cranianas, de acordo com ViIzOoTTO & TADDEI (1973), expressas em mm, com auxilio de
paquimetro manual “Digimess”, resolugdo de 0,05 mm. As medidas morfologicas externas
realizadas foram: comprimento do antebrago e comprimento da orelha e as medidas cranianas
foram: comprimento total do cranio (Ct); comprimento céndilo-basal (Cb); comprimento
palatal (Cpt); comprimento da série de dentes superiores (C-M?%S); comprimento da
mandibula (Cm); largura externa dos cingula-caninos (Lc); largura externa dos molares
superiores (Lm); largura pos-orbital (Lp); largura zigomatica (Lz); largura da caixa craniana

(Lcx); largura mastoidea (Lmt) (Anexo 2).

3. Preparagdes cromossémicas

O material citogenético foi obtido a partir da extracdo direta da medula Ossea,
conforme descrito em MORIELLE-VERSUTE et al. (1996), com modifica¢bes. O procedimento
envolve a injecdo dorsal e subcutanea de solucdo de fermento glicosado, injecao
intraperitoneal de colchicina a 0,5%, hipotonizacdo com KCI 0,075M e fixagcdo com metanol-

acido acético 3:1 (Anexo 3).
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4. Bandamentos e documentacédo cromossémica

A morfologia cromossdmica foi visualizada com coloragdo convencional com Giemsa
(GUERRA, 1988). O bandamento C, para evidenciacdo de blocos de heterocromatina
constitutiva seguiu o procedimento descrito em SUMNER (1973), com modificacGes e a
coloracdo Ag-NOR para observacdo das regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONS)
ativas durante o ultimo ciclo de divisdo celular, seguiu HOWELL & BLACK (1980). Para a
distingdo de regides ricas em C e G foi realizada a coloracdo com o fluorocromo base-
especifico CMA;3, seguindo SCHWEIZER (1980), com adaptacdes (Anexo 4). A documentacgédo
cromossémica foi realizada em microscopio Olympus BX51 e os cariotipos foram montados
com o auxilio do programa Adobe Photoshop 7.0. Os cromossomos analisados foram medidos
e classificados considerando a posicdo do centrobmero, em quatro classes distintas:
metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico (Apéndice 1), seguindo a

classificacdo de LEVAN et al. (1964) (Anexo 5).

5. Extracéo e amplificacdo de DNA

As amostras de DNA foram obtidas a partir de pequenos fragmentos de tecido usando
0 protocolo ALIANABI & MARTINEZ (1997) resultando num extrato de DNA no total de 50 pl
(Anexo 6). Os primers COI FishF, 5°-TCG ACT AAT CAT AAA GAT ATC GGC AC3’ ¢
FishR, 5’ACT TCA GGG TGA CCG AAG AAT CAG AA3’ (WARD et al., 2005), foram
utilizados posteriormente para amplificar um fragmento de aproximadamente 800 pb do gene
COl. O PCR continha 9,08 pl de dgua miliQ autoclavada; 1,25 pl de tampéao 10 x de PCR,;
0,325 pl de MgCl; (50 mM); 0,25 pl de cada primer; 0,20 ul de dNTPs (0,05 mM); 0,10 pl de
Taq polimerase (5 U/ ul) e 1,0 ul de DNA genémico. O regime térmico foi realizado no
termociclador da marca Ependorff e consistiu de um passo inicial de 5 min a 94 °C, seguido

de 30 ciclos de 45sa 94 °C, 1 mina 50 °C e 1 min a 72 °C, por sua vez seguido por 5 min a
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72 °C. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5% solubilizado em
tampdo TBE 0,5X e visualizados em luz ultravioleta. O produto de PCR do gene COI foi
sequenciado seguindo a técnica de SANGER et al. (1977) e sera disponibilizado para futuras
comparacOes atraves do National Center for Biotechnology Information (Genbank,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

6. Analise dos dados moleculares

Os dados moleculares de DNA barcode se basearam na sequéncia parcial de 670pb do
gene COI. As sequéncias foram alinhadas através da ferramenta Clustal W e editadas usando
o software Bioedit (HALL, 1999) para analisar a qualidade do sequenciamento do DNA
mitocondrial. No programa Mega 6.0 (TAMURA et al., 2013), as sequéncias do gene COI
foram analisadas utilizando o método do vizinho mais préximo (NJ), pelo modelo K2P com
suporte de 1000 replicacGes de bootstrap para verificar as relacdes entre as espécies. A
distancia genética entre as amostras também foram calculadas usando o modelo K2P, obtendo
a distancia média dentro e entre os clados obtidos. As amostras de T. bidens e T. saurophila
obtidas foram comparadas com sequéncias de espécimes do Cerrado Lophostoma silvicolum
(RM 95, RM 106, RM 160 e RM 105) e Vampyrum spectrum (RM 123), cujo material
testemunho encontra-se tombado na colecdo cientifica do Laboratério de Genética da
Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Campus de Nova Xavantina e com

sequéncias do genbank de Tonatia saurophila e Lophostoma silviculum.
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Resultados

1. Analises morfométricas

Todos os espécimes analisados apresentaram caracteristicas de adultos, condicdo
comprovada através da verificacdo do nivel de ossificacdo das metéfises dos antebracos e
também pela condicdo reprodutiva. As analises morfométricas em T. bidens e T. saurophila
revelaram que os espécimes se assemelharam no tamanho, apresentando medidas externas e

cranianas padrdes para estas espécies de acordo com o estabelecido na literatura (Tabela 1).

Tabela 1. Medidas externas e cranianas (mm) dos exemplares de morcegos analisados

T. bidens e T. saurophila do Cerrado de Mato Grosso, Brasil. Dados: comprimento (C) e

largura (L).
Medidas Tonatia bidens Tonatia bidens Tonatia saurophila
(RM 338) (RM 356) (RM 354)
Externas
Peso (g) 30 27 37
C. Antebrago 56,2 52,9 59,1
C. daorelha 24,7 23,6 25,0
Cranianas
C. total do crénio 28,0 27,6 29,3
C. condilo-basal 26,4 26,0 27,2
C. palatal 12,2 12,0 12,7
C. da série de dentes superiores 10,2 10,1 111
C. da mandibula 17,6 17,0 18,5
L. externa dos cingula-caninos 5,8 55 6,0
L. externa dos molares superiores 8,5 8,7 9,2
L. pés-orbital 6,3 6,7 7,4
L. zigomética 13,8 13,0 14,9
L. da caixa craniana 11,3 11,2 11,5
L. mastdidea 13,0 12,7 13,6
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Devido a sobreposicdo das medidas morfologicas estabelecidas pela literatura para T.
bidens e T. saurophila quando comparadas com as medidas aqui encontradas, também foram
realizadas analises morfoldgicas de caracteres exclusivos para distinguir estas espécies.
Tonatia bidens foi identificado pelo fato de ndo apresentar listra branca em cima da cabeca, a
qual estava presente em T. saurophila (Figura 1); possuir caninos inferiores separados por
uma abertura estreita e incisivos inferiores estreitos, enquanto que em T. saurophila os
caninos inferiores estavam separados por um espago relativamente grande e incisivos
inferiores mais largos; e, apresentar ampla constricdo pos-orbital enquanto T. saurophila ndo
possui constricdo na regido pds-orbital do cranio; apresentar aglomeracdo no segundo pré-
molar inferior causada pelos pré-molares adjacentes com coroa obscurecida pelo cingulo do
primeiro e terceiro pré-molares enquanto em T. saurophila o segundo pré-molar inferior é

mais desenvolvido, ndo obscurecido pelos pré-molares adjacentes (Figura 2).
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Figura 1. A) Tonatia bidens (RM 338). B) Tonatia saurophila (RM 354)

evidenciando a lista branca no topo da cabeca (seta).
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Figura 2. A) Créanio de Tonatia bidens (RM 338): a esquerda cranio do espécime (seta
indica a constricdo pos-orbital); no centro a mandibula e a direita dentes inferiores, as setas
indicam: a) separacdo dos caninos por uma abertura estreita, b) incisivos inferiores estreitos,
c¢) aglomeracdo no segundo pré-molar inferior. B) Tonatia saurophila (RM 354): a esquerda
cranio do espécime (seta indica auséncia de constricdo orbital); no centro a mandibula e a
direita dentes inferiores, as setas indicam: a) caninos inferiores separados por um espaco
relativamente grande; b) incisivos inferiores largos, ¢) segundo pré-molar inferior mais

desenvolvido e com menos aglomeracao.

2. Analises citogenéticas
Foi possivel a obtengdo do material cromossémico para os espécimes T. bidens (RM
338) e T. saurophila (RM 354). Um total de 15 laminas foi analisado para T. bidens e 10

laminas para T. saurophila. As metafases foram analisadas nas seguintes quantidades:
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coloracdo com Giemsa (27 e 39), Banda-C (45 e 19), CMA; (15 e 30) e Ag-NOR (40 e 23),
para T. bidens e T. saurophila, respectivamente.

Tonatia bidens apresentou 2n = 26 e NF = 38. O citdtipo analisado possui trés pares de
cromossomos metacéntricos (6, 9 e 11), um par de cromossomos submetacéntricos (4), trés
pares de cromossomos subtelocéntricos (1, 8 e 10) e cinco pares de cromossomos
acrocéntricos (2, 3, 5, 7 e 12). Embora o exemplar capturado seja uma fémea, 0 cromossomo
X foi considerado um submetacéntrico médio com base na literatura para este género. A
regido organizadora de nucléolo (Ag-RONSs) foi evidenciada em um par de cromossomos
acrocéntricos (12). O bandamento C identificou as regides de heterocromatina constitutiva nas
regibes pericentroméricas de todos os cromossomos. A coloragdo com fluorocromo base-
especifico CMA; identificou bandas transversais correspondentes as regides ricas em CG* em
todos os pares de cromossomos (Figura 3).

Tonatia saurophila apresentou 2n = 16 e NF = 20. O seu conjunto de autossomos
apresenta dois pares de cromossomos metacéntricos (1 e 7), um par de Cromossomos
submetacéntricos (5) e quatro pares de cromossomos acrocéntricos (2, 3, 4 e 6). O
cromossomo X compBe um metacéntrico médio, de acordo com o estabelecido na literatura. A
regido organizadora de nucléolo (Ag-RONSs) foi evidenciada em um par de cromossomos
acrocéntricos (4). O bandamento C identificou as regides de heterocromatina constitutiva nas
regides centroméricas nos pares cromossémicos (1, 2 e 7) e intersticiais nos pares
cromossémicos (3, 4 e 5). A coloracdo com fluorocromo base-especifico CMA; identificou as
bandas transversais correspondentes as regides ricas em CG' em todos os pares de

cromossomos (Figura 4).
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Figura 3. Cari6tipo de Tonatia bidens. a) Coloracdo convencional com Giemsa, em
evidéncia marcacdo da RON (par 12); b) Bandamento C; ¢) Coloragdo com cromomicina
CMAs. (2, 2n =26 ¢ NF = 38).
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Figura 4. Cari6tipo de Tonatia saurophila. a) Coloracdo convencional com Giemsa,
em evidéncia marcacdo da RON (par 4); b) Bandamento C; c) Coloragdo com cromomicina

CMAs. (9, 2n= 16 ¢ NF = 20).

3. Analises moleculares
Os dados moleculares de DNA barcode foram baseados na sequéncia parcial de 670
pb de sequéncias mitocondriais do gene COIl para T. bidens e T. saurophila. Quando

comparados com amostras de espécimes do Cerrado Lophostoma silvicolum e Vampyrum
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spectrum (subfamilia Phyllostominae) os dados formaram quatro grupos distintos como
visualizados no dendograma de NJ (Figura 5). As distancias genéticas interespecificas
baseadas na distancia K2P mostrou uma alta dissimilaridade entre T. bidens e T. saurophila

(15,8%). As distancias interespecificas das espécies analisadas estao indicadas na Tabela 2.

ROM 119512
ROM 119530
ROM 114186
ROM 114163
ROM 114032
ROM 113994
87 ROM 113981
RM 354
RM 338 ] Tonatia bidens

99 | RM 95
100 RM 106
RM 160

100 ROM MAM 120377 Lophostoma silvicolum
ROM MAM 119764
100
ROM MAM 120270

ROM MAM 120292 _|

100

Tonatia saurophila

100

RM 123 _]Vampyrum spectrum

0.02

Figura 5. Dendograma do vizinho mais préoximo (NJ) baseado na distancia K2P

mostrando a separac¢do dos clados analisados de espécimes do Cerrado.

Tabela 2. Similaridades interespecificas baseado na distancia K2P para todas as

comparagdes dos taxons analisados (%).

T. bidens T. saurophila L. silvicolum V. spectrum
T. bidens —
T. saurophila 15,8 —
L. silvicolum 20,5 19,6 —
V. spectrum 23,5 22,0 23,5 —
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Discussao

Tonatia bidens e T. saurophila podem ser encontrados em diferentes habitats
florestais, pantanos e areas agricolas (HANDLEY-JR., 1978; WILLIAMS & GENOWAYS, 2007).
Em nossos estudos também registramos a ocorréncia destas espécies em area florestal
preservada, sendo uma delas préximo a uma monocultura (soja), corroborando com a
literatura. De acordo com ESBERARD & BERGALLO (2004) os morcegos do género Tonatia séo
pouco amostrados na natureza, podendo muitas vezes ser considerados raros. Muitos
inventarios faunisticos tém sido realizados, mas poucos relatam a ocorréncia do género
Tonatia. A maioria das capturas de espécimes pertencentes a este género ocorreu nos estados
do Amazonas, Pernambuco e Rio de Janeiro (Tabela 3). Embora tenham ocorrido registros
das espécies T. bidens e T. saurophila em um numero relativamente alto nestes dois estados,

dados citogenéticos ndo foram verificados para estes exemplares.

Tabela 3. Espécies de Tonatia bidens e Tonatia saurophila registradas em inventarios
faunisticos brasileiros, ressaltando o local de coleta e 0 nimero de individuos capturados ao

longo desses inventarios.

Localidade Tonatia bidens N Tonatia saurophila N Referéncias
Acre X 2 1,2
Alagoas X X 3
Amapa X 10 4
Amazonas X 42 56
Bahia X 7,8
Ceara X 3
Belém X 7 7
Espirito Santo X 1 X 8 9
Mato Grosso X 2 7
Maranhéo X 10
Minas Gerais X 7 X 2 11
Para X X 12,13
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Continuacéo Tabela 3

Paraiba X X 14
Parand X 15
Pernambuco X 47 X 3 7,16
Rio de Janeiro X 130 17,18, 19, 20, 21
Roraima X 13
Santa Catarina X 1 7
Séo Paulo X 5 7,22,23
Sergipe X 1 24
Tocantins X 25

Referéncias: [1] NOGUEIRA et al., 1999; [2] SANTOS et al., 2012; [3] TAVARES et al., 2008; [4] MARTINS
et al., 2006; [5] MORATELLI et al., 2010; [6] PRESLEY et al., 2008; [7] WILLIAMS et al., 1995; [8] FARIA et al.,
2006; [9] PERACCHI et al., 2011b; [10] DiAs et al., 2009; [11] NOGUEIRA et al., 1998; [12] CESARI et al., 2010;
[13] BERNARD et al., 2011; [14] FEWO & LANGGUTH, 2011; [15] MIRETZKI, 2003; [16] SANTOS et al., 2002; [17]
DiAs et al., 2002; [18] DiAs et al., 2010; [19] DIAS & PERACCHI, 2008; [20] ESBERARD et al., 2000; [21]
ESBERARD & BERGALLO, 2004; [22] MARTUSCELLI, 1995; [23] PORTER et al., 2003; [24] BRITO &

BOCCHIGLIERI, 2012; [25] GREGORIN et al., 2011.

A taxonomia de T. bidens e T. saurophila é complexa e muitas vezes 0s espécimes sao
erroneamente identificados. As caracteristicas relevantes encontradas neste trabalho em T.
bidens para diferi-lo de T. saurophila foi a auséncia de uma listra clara na cabeca, constricao
pos-orbital mais ampla, aglomeracdo no segundo pré-molar, menor separacdo dos caninos
inferiores e incisivos estreitos (WiLLIAMS et al., 1995; WILLIAMS & GENOWAYS, 2007).
WILLIAMS & GENOWAYS (2007) abordando aspectos da subfamilia Phyllostominae também
ressaltam como caracteristica externa para distingdo das duas espécies a presenca/auséncia de
uma listra branca em cima da cabeca, ligadas atras da orelha.

WiLLIAMS et al. (1995) em sua revisdo taxonOmica para O Qénero Tonatia,
reconheceram espécimes de T. bidens identificado por GOODWIN (1942) como sendo de T.
saurophila, devido as caracteristicas morfologicas e medidas cranianas apresentadas para o

grupo em questdo. Nossas medidas cranianas estdo de acordo com as descritas por estes
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autores para as espécies analisadas. NOGUEIRA et al. (1998), estudando o0s aspectos
sistematicos dos quiropteros em Minas Gerais também encontrou esse mesmo padrdo na
morfometria externa e craniana para T. bidens e T. saurophila.

As analises cariotipicas para as duas espécies demonstrou que T. bidens apresenta 2n =
26 e NF = 38 e T. saurophila apresenta 2n = 16 e NF = 20, representando uma diferenca de 10
cromossomos entre as duas espécies. Na literatura ha descricdo apenas para o cariétipo de T.
bidens como sendo composto de 2n = 16 e NF = 20 (BAKER, 1970; BAKER & Hsu, 1970;
GARDNER, 1977; BAKER, 1979; PATTON & BAKER, 1978; BAKER & BICKHAM, 1980;
HoNEYcuTT et al., 1980; SANTOS et al.,, 2002), constituicdo cariotipica semelhante a
encontrada neste trabalho para T. saurophila. A ocorréncia da revisdo que separou as duas
espécies especialmente pela presenca/auséncia da lista facial somente em 1995 (WILLIANS et
al., 1995) explica o fato dos trabalhos anteriores a este considerarem o cariétipo 2n = 16 como
sendo pertencente a T. bidens e ndo a T. saurophila.

As variagdes cromossdémicas podem ocorrer entre espécimes do mesmo género e até
da mesma espécie, mas erros taxondmicos também ocorrem e as espécies chegam a ser
confundidas morfologicamente, acarretando numa identificacdo equivocada. Diante dos erros
taxondmicos relatados como ocorridos na identificacdo das espécies deste género (GOODWIN,
1942; GENOWAYS & BAKER, 1978), as evidéncias cariotipicas indicam que os cari6tipos
relatados na literatura séo de T. saurophila.

Dentro da ordem Chiroptera o0 conservacionismo cromossémico em alguns géneros é
tdo intenso que algumas espécies apresentam a mesma constituicdo cromossémica e 0 mesmo
padrédo de bandas-G (BAKER, 1970; MORIELLE-VERSUTE et al., 1996; FARIA & MORIELLE-
VERSUTE, 2006). No entanto, algumas espécies de morcegos podem apresentar variagdes no
numero diploide e nimero fundamental (VARELLA-GARCIA & TADDEI, 1989; SILVA et al.,

2005).
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Embora a variagdo no ndmero de cromossomos encontrada para o género Tonatia
neste trabalho (10 cromossomos) seja grande, dentro da subfamilia Phyllostominae as
espécies de um mesmo género tambeém podem apresentar grandes diferencas em seu nimero
diploide e no nimero fundamental. Estas diferencas variam de dois cromossomos no género
Mimon a 14 cromossomos no género Micronycteris (BAKER & Hsu, 1970; PATTON & BAKER,
1978; BAKER et al., 1981; GIACOMONI et al., 1998).

O caridtipo de T. bidens 2n = 26 e NF = 38 encontrado neste trabalho, difere dos ja
descritos na literatura. Outras espécies que apresentam 2n = 26 tém a morfologia
cromossdmica diferente, acarretando em diferentes naimeros fundamentais: Lophostoma
carrikeri 2n = 26 e NF = 46 (BAKER et al., 1981), Chiroderma villosum 2n = 26 e NF = 48
(BAKER, 1967; SousA, 2011), Peropteryx macrotis 2n= 26 e NF = 48 (BAKER et al., 1981);
Rhinophylla pumilio 2n = 26 e NF = 48 (ToLEDO, 1973); Saccopteryx bilineata 2n = 26 e NF
= 36 (BAKER & JORDAN, 1970); Vampyressa bidens 2n =26 e NF = 48 (GARDNER, 1977) e
Vampyressa brocki 2n = 26 e NF = 44 (GARDNER, 1977).

Em morcegos da familia Phyllostomidae a heterocromatina constitutiva (HC) pode
ocorrer nas regides centroméricas, teloméricas e intersticiais, mas no geral o padrdo de
bandas-C tem sido visualizado nas regiGes pericentroméricas de todos 0s cromossomos
(VARELLA-GARCIA et al.,, 1989; SANTOs et al., 2001). Neste trabalho as regides de
heterocromatina constitutiva foram observadas nas regides pericentroméricas de todos 0s
cromossomos de T. bidens e nas regides pericentroméricas e intersticiais de alguns
cromossomos de T. saurophila, corroborando com o esperado para a visualizagdo da HC em
morcegos, de acordo com os relatos da literatura.

As Ag-RONs de T. bidens foram evidenciadas no par de cromossomos acrocéntricos
12 e em T. saurophila no par de cromossomos acrocéntricos 4. As Ag-RONs de T. saurophila

encontrada no presente estudo sdo evidenciadas no mesmo par cromossémico relatado para T.
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bidens e confirmado através da técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), que
também marcou o par cromossémicos acrocéntricos 4 (SANTOS et al., 2002). MARTINS et al.
(2010) utilizando sondas 18S de rDNA no carittipo de T. saurophila também verificou a
marcacdo neste mesmo par. No presente estudo foi possivel a observacdo de bandas
transversais em T. bidens e T. saurophila através do fluorocromo base-especifico (CMA3),
sendo estas bandas relatadas pela primeira vez para estas espécies. O padrdo de bandas
obtidas permitiu individualizar os pares cromossémicos auxiliando na identificacdo precisa de
seus homologos.

A formacdo de clados distintos entre T. bidens, T. saurophila e todas as outras
amostras analisadas por meio do marcador COI confirmaram a identificacdo correta das
espécies analisadas neste estudo. BAKER et al. (2003) realizou analises filogenéticas pelo gene
nuclear RAG2 e também evidenciou um agrupamento em clados diferentes entre Tonatia e
Lophostoma. PORTER et al. (2003) baseados em sequéncias de DNA mitocondrial 12S e 16S e
do gene nuclear RAG2 reconheceram T. bidens como espécie distinta de T. saurophila,
segundo estes autores, as duas espécies sdo geneticamente distantes, pois os valores de
dissimilaridade entre elas séo altos. Esses dados corroboram com nossos resultados, pois a
dissimilaridade encontrada para T. bidens e T. saurophila também foi alta (15,8%).

Concluimos que os espécimes de Tonatia bidens e Tonatia saurophila encontrados no
Cerrado de Mato Grosso apresentam caracteres morfoldgicos externos e cranianos que
permitem distingui-los. Além disso, a constitui¢do cariotipica para T. bidens (2n = 26 e NF =
38), evidenciada pela primeira vez, podera auxiliar na identificacdo dessa espécie, pois T.
saurophila possui constituicdo cariotipica diferente (2n = 16 e NF = 20). Por fim, devido aos
erros taxondmicos em espécimes deste género (T. saurophila como T. bidens), sugerimos que
0 caridtipo relatado na literatura para T. bidens seja reconhecido como sendo de T. saurophila,

visto que as analises moleculares com o gene COIl também mostraram uma alta
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dissimilaridade entre estas espécies separando-as em clados distintos, confirmando a correta

identificacdo dos espécimes utilizados neste trabalho.
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Resumo

O género Dermanura € representado pelos pequenos morcegos frugivoros da
subfamilia Stenodermatinae e inclui quatro espécies com ocorréncia no Brasil. Dermanura
gnoma Handley (1987) é amplamente distribuido nas regides brasileiras exceto a regido Sul,
mas dados cariotipicos ainda ndo foram relatados. Esta espécie € caracterizada pela presenca
do terceiro molar inferior e pelo padrédo de coloracdo amarelada da orelha, base da folha nasal
e trago. Dois espécimes de D. gnoma capturados no municipio de Nova Xavantina — MT, no
Parque do Bacaba foram analisados citogenéticamente e medidas morfologicas e cranianas
foram obtidas de 12 espécimes capturados no Cerrado matogrossense de Nova Xavantina.
Além das medidas morfoldgicas, foram realizadas andlises citogenéticas por meio da
coloracdo convencional com Giemsa, bandamento C e CMA; e analises moleculares por meio
do marcador citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI). As analises cromossomicas revelaram
gue Dermanura gnoma apresenta nimero diploide igual a 30 (2n = 30) e nimero fundamental
igual a 56 (NF = 56). As analises por meio do marcador COI confirmaram a identificacdo
correta das espécies aqui analisadas, formando dois clados distintos entre D. gnoma e D.
cinerea com um indice de dissimilaridade alto entre elas (6,9%), confirmando a distancia
genética existente entre elas.

Palavras-chave: Morfometria, bandamentos cromossémicos, cariétipo, COlI.
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Abstract

The Dermanura genus is represented by small frugivore bats from the
Stenodermatinae subfamily, and includes four species which occur in Brazil. Dermanura
gnoma Handley (1987) is widely distributed in all Brazilian regions, except for the Southern
region, but karyotypic data have not been reported. This species is characterized by the
presence of the third mandibular molar and by the yellow coloration of the ear, tragus and
noseleaf basis. Two specimens of D. gnoma captured in the municipality of Nova Xavantina —
MT, in the Bacaba Park, were cytogenetically analyzed, and morphological and cranial
measures were taken from 12 specimens captured in the Nova Xavantina Cerrado. Besides
taking the morphological measures, we conducted cytogenetic analyses using conventional
coloration with Giemsa, C banding and CMAS3, and performed molecular analyses using the
cytochrome c oxidase | marker (COI). Chromosomic analyses revealed that Dermanura
gnoma presents a diploid number of 30 (2n = 30) and fundamental number of 56 (NF = 56).
The COI marker analyses confirmed the correct identification of the studied species, and
formed two clades distinguishing D. gnoma and D. cinerea with a high dissimilarity index
between species (6.9%), which confirms the genetic distance between them.

Keywords: Morphometry, chromosome banding, karyotype, COI.
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Introducéo

Os morcegos, constituintes da ordem Chiroptera, compdem 0 segundo mais NUMeroso
grupo de mamiferos da Regido Neotropical (AGUIAR & ZORTEA, 2008). Estes animais,
estando distribuidos em 18 familias, 202 géneros e 1120 espécies (SIMMONS, 2005),
contribuem com o aumento da riqueza e diversidade da mastofauna de varios ecossistemas
(CrRuz et al., 2007).

A familia Phyllostomidae é considerada a maior familia brasileira e a mais
diversificada dos morcegos neotropicais, abrangendo sete subfamilias, com cerca de 160
espécies reconhecidas em 57 géneros (SIMMONS, 2005; GARDNER, 2008; PERACCHI et al.,
2011). Os morcegos filostomideos apresentam uma diversidade de especializacbes
alimentares ainda ndo encontrada entre os demais mamiferos, podendo ser frugivoros,
carnivoros, insetivoros, nectarivoros, onivoros, hemat6fagos, piscivoros ou polinivoros
(GIANNINI & KALKO, 2004; PASSOS & GRACIOLLI, 2004).

Stenodermatinae é a subfamilia mais numerosa para Phyllostomidae, com 67 espécies
descritas. Estes morcegos sdo essencialmente frugivoros e apresentam focinho curto e listras
claras faciais na maioria dos géneros (SIMMONS, 2005; ZORTEA, 2007; PERACCHI et al., 2011),
com espécies variando muito em relacdo ao peso (10 a 70 g) e tamanho do antebraco (35 a 75
mm) (REDONDO, 2007). Alguns géneros desta subfamilia apresentam complexidade quanto ao
seu relacionamento filogenético, como é o caso de Artibeus Leach, 1821 em que Varios
questionamentos tém sido levantados (VAN DEN BusscHE et al., 1993; MARCHESIN, 2006;
HooOFER et al., 2008). OwWEN (1991) dividiu este género em trés tdxons com base em
caracteres morfoldgicos Artibeus (espécies de grande porte), Dermanura (espécies pequenas)
e Koopmania (para Artibeus concolor). No entanto, VAN DEN BUSSCHE et al. (1998) através

de analises do gene mitocondrial citocromo-b e sequéncias de DNA satélite verificaram que o
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género Koopmania apresentava um suporte filogenético inconsistente, e sugeriu Artibeus e
Dermanura como grupos irmé&os.

Artibeus e Dermanura sdo diferenciados também quanto a férmula dentéria: 30-32 em
Artibeus e 28-30 em Dermanura (HANDLEY-JR., 1987; MARQUES-AGUIAR, 1994), dados
cariotipicos: 2n = 30/31 em Artibeus e 2n = 30 em Dermanura (BAKER, 1973; BAKER et al.,
1979; BAKER et al., 1981; SANTOS et al., 2002; RODRIGUES et al., 2003) e, dados de sitios de
restricdo (VAN DEN BUSSCHE, 1993).

O género Dermanura Gervais, 1856 inclui alguns dos morcegos frugivoros mais
comuns da regido Neotropical (SOLARI et al., 2009). Segundo PERACCHI et al. (2011), quatro
espécies do género Dermanura ocorrem no Brasil, D. anderseni (Osgood, 1916), D.
bogotensis (K. Andersen, 1906), D. cinerea (Gervais, 1856) e D. gnoma (Handley, 1987).
Dermanura gnoma apresenta como localidade tipo EI Manaco, 59 km sudeste de El Dorado,
Bolivar, Venezuela, sendo coletado principalmente em florestas Umidas ou Cerrado
(HANDLEY-JR., 1987). No Brasil hé registros desta espécie para todas as regides exceto a
regido Sul, ocorrendo em ambientes florestais e também no Cerrado (GONGALVES &
GREGORIN, 2004; PERACCHI et al., 2011). E a menor espécie do género, diferindo das demais
espécies pela presenca do terceiro molar inferior, pelagem dorsal castanho-clara com ventre
mais claro e coloragdo amarelada das orelhas, trago e base da folha nasal (CAPusso, 2007).
Embora haja registros desta espécie em varias regides, analises citogenéticas ainda ndo foram
realizadas (MARQUES-AGUIAR, 2007).

A identificacdo dessas espécies em campo pode ser dificultada devido a sobreposicdo
de algumas medidas morfologicas externas utilizadas, por exemplo, tamanho do antebraco,
ocasionando erros taxondmicos e falta de credibilidade quanto a distribuicdo das espécies
(MARQUES-AGUIAR, 1994), ja que a morfologia tem sido considerada a base predominante

para caracterizar e reconhecer as espécies dentro de Dermanura (SOLARI et al., 2009).
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Com o intuito de auxiliar na identificacdo precisa das espécies, muitas vezes limitada a
utilizacdo apenas de dados morfologicos e morfométricos, diversas abordagens integrando
dados citogenéticos, morfologicos e moleculares estdo sendo utilizadas, tornando as
informacdes obtidas mais robustas (FARIA, 2003; MORATELLI & MORIELLE-VERSUTE, 2007).

Por meio das técnicas de citogenética de mamiferos e outros vertebrados é possivel
realizar a identificacdo precisa de cada cromossomo e a detec¢do de regides especificas como
de heterocromatina constitutiva (YONENAGA-YASSUDA, 2004). Estudos cromossdémicos
realizados em espécies do género Artibeus demonstraram uma constitui¢do cariotipica 2n =
30(F) / 31(M) e NF =56, com blocos de heterocromatina constitutiva sendo visualizadas nas
regibes pericentroméricas de todos os autossomos e na regido terminal de alguns pares de
cromossomos (PINTO et al., 2012). Estudos cromossémicos para 0 género Dermanura revelou
um conjunto cromossémico com numero dipléide 30 (2n = 30) e numero de bracos
autossomicos 56 (NF = 56) (SANTOS & Souza, 1998; NORONHA, 2010) sendo evidenciada
uma NOR multipla em D. cinerea (pares 10 e 13) (SANTOS et al., 2002).

A utilizacdo de fluorocromos GC-especifico (CMAg3) produz padrdes de bandas R, que
marcam nos cromossomos regides ricas em citosina e guanina (SUMNER, 1990), possibilitando
compreender as relacbes cromossdmicas que se estabeleceram em cada cari6tipo e diferenciar
0s segmentos heterocromaticos aparentemente homogéneos por Giemsa e banda-C (GUERRA,
1988; SANTOS & Souza, 1998; KASAHARA, 2009). Estudos cromossomicos utilizando
fluorocromos base-especifico em morcegos ainda sdo poucos (SANTOS & Souza, 1998;
SANTOS et al., 2001; LEITE-SILVA et al., 2003; BARROS et al., 2009; SousA, 2011; GOMES et
al., 2012).

Um metodo desenvolvido para auxiliar na identificacdo das espécies e utilizado em
complemento aos aspectos morfologicos e citogenéticos para diferentes grupos de organismos

¢ a caracterizacdo molecular. Segundo ORTIZ (2010), métodos rapidos e padronizados se
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fazem necessarios devido a grande biodiversidade e eminente perigo de perda da fauna
silvestre. Nesse sentido, HEBERT et al. (2003) propds um sistema universal de identificacdo
por codigo de barras utilizando segmentos do DNA mitocondrial (DNAmt), o DNA barcode.
Nessa abordagem, uma sequéncia parcial do gene citocromo oxidase subunidade I (COI) pode
servir como um codigo de barras de DNA para a identificacdo de espécies animais, integrando
dados ecologicos, genéticos e morfoldgicos das espécies e fornecendo analises robustas para
0s dados obtidos (HEBERT et al., 2003; MILLER, 2007).

Estudos com COI em morcegos ainda sdo recentes (CLARE et al., 2007; NEesi et al.,
2011). CLARE et al. (2011) analisando 163 espécies de morcegos, incluindo representantes de
todas as nove familias da América Central e América do Sul, verificaram por meio de
sequéncias COIl que Artibeus lituratus e A. intermedius apresentam niveis de variacdo
intraespecifica alta (0,69% e 0,79%, respectivamente), embora formem um anico cluster
monofilético, com muitos hapldtipos comuns.

Devido as dificuldades para a identificacdo das espécies do género Dermanura, devido
a sobreposicdo das medidas morfol6gicas externas, este trabalho objetivou analisar a
morfologia externa e craniana da espécie Dermanura gnoma, bem como identificar a
morfologia cromossémica dessa espécie, contribuindo com o conhecimento citogenético e
molecular através da utilizacdo do gene mitocondrial COI para Dermanura gnoma ocorrentes

no Cerrado.
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Material e Métodos

1. Capturas e espécies

Para a obtencdo dos dados de morfometria e citogenética foram utilizados espécimes
de D. gnoma coletados entre setembro de 2011 e junho de 2013. Os exemplares foram
capturados nos municipios de Nova Xavantina (14°42'28,8"S, 52°21'03,9"W), Barra do
Garcas (15°45'-15°53'S e 52°07'-52°17'W) e Nova Nazaré (13°39'02" S, 051°29'57" Q). Apds
serem sacrificados para a extracdo do cranio e obtencdo de material genético, os espécimes
foram depositados como material testemunho na colecdo cientifica do Laboratério de
Genética da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Campus de Nova
Xavantina (Apéndice 2).

A captura dos morcegos foi realizada com a utilizacdo de redes de neblina de 9 m x 3
m. Os morcegos capturados foram acondicionados em sacos de pano individuais para
identificacdo e tomada de medidas morfologicas (peso e comprimento do antebraco), sexo e
condicdo reprodutiva também foram verificados. A identificacdo dos espécimes foi realizada
através de bibliografias especializadas (V1zoTTo & TADDEI, 1973; GARDNER, 2007; REIS et
al., 2013).

Dois exemplares de D. gnoma (RM 296 e RM 340) utilizados para obtencdo de
material citogenético foram coletados em uma area de cerrado sentido restrito no Parque
Municipal do Bacaba (14°42'28,8" S, 52°21'03,9" W), em Nova Xavantina, Mato Grosso, na
mesorregido nordeste mato-grossense e transicdo entre o bioma Cerrado e a Floresta
Amazonica (MARIMON et al., 2006). O Parque apresenta uma area de aproximadamente 500
ha, sendo a fitofisionomia dominante o cerrado stricto sensu, possuindo também em sua
composicdo pequenos fragmentos naturais de cerraddo e mata de galeria (MARIMON et al.,

2001; MARIMON-JUNIOR & HARIDASAN, 2005; ABAD & MARIMON, 2008). A regido apresenta
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relevo plano a suave-ondulado, com altitudes entre 250 a 300 m (MARIMON et al., 1998;
ABAD & MARIMON, 2008). O clima é do tipo Aw, de acordo com a classificacdo de Kdppen,
com temperaturas médias mensais minimas e maximas de 10 °C e 37,4 °C, respectivamente e
precipitacdo em torno de 1.520 mm (MARIMON, 2005; ABAD & MARIMON, 2008; MARIMON

etal., 2010).

2. Medidas morfoldgicas externas e cranianas

Para a analise morfologica externa e craniana, foram medidos 12 individuos da espécie
D. gnoma conservados em alcool 70% (Apéndice 3). Os cranios foram extraidos pela abertura
bucal através do rebatimento da pele e limpos com pinca e estilete. Todos os cranios foram
clareados com uma solucéo contendo 20 ml de agua oxigenada a 10 volumes, 20 ml de agua
oxigenada a 30 volumes e cinco gramas de bicabornato de sddio, sob lampada incandescente
por duas horas. Por fim, os cranios foram deixados em local ventilado para secagem completa,
numerados e acondicionados em local apropriado.

Os individuos analisados eram todos adultos, condicdo comprovada através da
verificacdo do nivel de ossificacdo das metéfises dos antebracos, pelo desgaste dentéario ou
pela condicéo reprodutiva. Para cada individuo foram realizadas cinco medidas morfoldgicas
externas e 17 medidas cranio-dentarias, com paquimetro manual Digimess resolucdo de 0,05
mm, de acordo com V1zoTTO & TADDEI (1973). Apds realizar as medidas, foi feito o célculo
da média e do desvio padrdo, com o intuito de mostrar as diferencas entre as medidas
corporais e cranianas da espécie.

As medidas morfoldgicas externas realizadas foram: comprimento do antebraco,
comprimento total do corpo, comprimento da orelha, comprimento do pé e comprimento do
calcaneo. As medidas cranianas realizadas foram: comprimento total do cranio (Ct);

comprimento céndilo-basal (Cb); comprimento condilo-canino (Cc); comprimento basal (B);
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comprimento palatal (Cpt); comprimento da mandibula (Cm); comprimento da série de dentes
superiores (C-M?3S); comprimento da série de dentes inferiores (C-M?3r); largura externa dos
cingula-caninos (Lc); largura externa dos molares superiores (Lm); largura pos-orbital (Lp);
largura zigomatica (Lz); largura da caixa craniana (Lcx); largura mastdidea (Lmt); largura

interorbital (Li); largura palatal (Lpt) e altura do occipital (Ao) (Anexo 2).

3. Preparacgdes cromossémicas

O material citogenético foi obtido a partir da extracdo direta da medula 6ssea, de
acordo com MORIELLE-VERSUTE et al. (1996), com modificacfes. O procedimento envolve
injecdo subcutanea da solucdo de fermento glicosado, injecdo intraperitoneal de colchicina a
0,5%, extracdo com solucdo salina de Hanks, hipotonizacdo das células com KCI 0,075M e

fixacdo com metanol-acido acético 3:1 (Anexo 3).

4. Bandamentos cromossomicos

A morfologia cromossdmica foi visualizada com coloragéo convencional com Giemsa
(GUERRA, 1988). O bandamento C, para evidenciagdo de blocos de heterocromatina
constitutiva seguiu o procedimento descrito em SUMNER (1973), com modificacOes. Para a
evidenciacdo de regides ricas em C e G foi realizada a coloragdo com o fluorocromo base-

especifico CMAg, seguindo SCHWEIZER (1980), com adaptacfes (Anexo 4).

5. Documentacao e nomenclatura cromossémica
A documentacdo cromossémica foi realizada em microscopio Olympus BX51 e os
cariotipos foram montados, com o auxilio do programa Adobe Photoshop 7.0. Os

cromossomos foram analisados, medidos e classificados considerando a posi¢do do
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centrdmero em quatro classes distintas: metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e

acrocéntrico (Apéndice 1), seguindo a classificacdo de LEVAN et al. (1964) (Anexo 5).

6. Extracdo e amplificacdo de DNA

O DNA genbmico foi obtido a partir de pequenos fragmentos de tecido usando o
protocolo ALJANABI & MARTINEZ (1997) (Anexo 6). As regides para o gene COI foram
amplificadas por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers FishF2 5°TCG
ACT AAT CAT AAA GAT ATC GGC AC3’ e FishR2 5°’ACT TCA GGG TGA CCG AAG
AAT CAG AA3’ (WARD et al., 2005). O PCR continha 9,08 ul de dgua miliQ autoclavada;
1,25 pl de tampéo enzimatico 10 x; 0,325 ul de MgCI2 (50 mM); 0,25 pl de cada primer; 0,20
pl de dNTPs (0,05 mM); 0,10 pl de Taq polimerase (5 U/ ul) e 1,0 ul de DNA genémico. O
regime térmico foi realizado no termociclador Ependorff, com temperatura de desnaturacao
de 94 °C por 5 min, seguidos por 30 ciclos de 94 °C por 45 s, 50 °C por 1 min, 72 °C por 1
min e 72 °C por 5 min para extensdo final. Os produtos de PCR foram aplicados em gel de
agarose 1,5% solubilizado em tampéo TBE 0,5X e visualizados em luz ultravioleta. O produto
de PCR do gene COI foi sequenciado seguindo a técnica de SANGER et al. (1977) e sera
disponibilizado para futuras comparacfes através do National Center for Biotechnology

Information (Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

7. Anélise dos dados moleculares

Os dados moleculares de DNA barcode se baseou na sequéncia parcial de 670pb do
gene COI. As sequéncias foram alinhadas através da ferramenta Clustal W e editadas usando
0 software Bioedit (HALL, 1999) para analisar a qualidade do sequenciamento do DNA
mitocondrial. No programa Mega 6.0 (TAMURA et al., 2013), as sequéncias do gene COI

foram analisadas utilizando o método Neighbour-joining (NJ), pelo modelo K2P com suporte

47



de 1000 replicacbes de bootstrap para verificar as relacBes entre as espécies. A distancia
genética entre as amostras também foram calculadas usando o modelo K2P, obtendo a
distancia média intraespecifica e interespecifica entre os clados obtidos. As amostras obtidas
foram comparadas com sequéncias de espécimes do Cerrado Dermanura cinerea (RM 171 e
RM 216). Artibeus planirostris (RM 188 e RM 189) e Artibeus lituratus (RM 118), este
material testemunho encontra-se tombado na colecdo cientifica do Laboratorio de Genética da

Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Campus de Nova Xavantina.
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Resultados

1. Analises morfologicas externas e cranianas

As medidas externas e cranianas de Dermanura gnoma (Tabela 1) revelaram que os

espécimes apresentam medidas padrdes para esta espécie, de acordo com 0 proposto na

literatura.

Tabela 1. Média * desvio padrdo das medidas morfoldgicas externas e das medidas

cranianas obtidas dos espécimes de Dermanura gnoma (Sem a separagdo por Sexo), com

valores minimos e maximos obtidos de cada medida. VValores das medidas sdo dados em mm.

Medidas

Dermanura gnoma

Média Valor Minimo Valor Maximo

* Desvio padréo

Medidas Morfoldgicas externas
Comprimento do Antebraco
Comprimento total do corpo
Comprimento da orelha

Comprimento do pé

Comprimento do calcaneo

Medidas cranianas

Comprimento total do cranio
Comprimento condilo-basal

Comprimento condilo-canino
Comprimento basal

Comprimento palatal

Comprimento mandibula

Comprimento da série de dentes superiores
Comprimento da série de dentes inferiores
Largura externa dos cingula-caninos
Largura externa dos molares superiores
Largura pos-orbital

Largura zigomatica

38,76
46,64
13,34
4,64
4,87

18,97
17,37
16,68
14,52
7,97
11,63
5,93
6,133
51
7,65
7,56
10,65

35,9
38,2
11,8
4,0
4,3

18,1
16,6
15,0
14,0
7,1
11,3
58
58
50
7,4
7,2
9,9

40,3
50,8
15,1
51
6,1

19,8
191
18,8
14,8
8,7
12,0
6,2
6,6
53
8,0
8,0
11,5

1,427
4,417
1,201
0,388
0,634

0,584
0,902
1,065
0,298
0,473
0,252
0,163
0,238
0,116
0,195
0,315
0,582
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Continuacdo Tabela 1

Largura da caixa craniana
Largura mastdidea
Largura interorbital
Largura palatal

Altura do occipital

8,67
9,83
5,63
4,33
6,03

8,1
9,4
51
3,8
55

9,5
10,7
6,2
4,9
6,3

0,437
0,396
0,337
0,367
0,252

Os espécimes de Dermanura gnoma foram identificados pela combinacéo exclusiva

dos seguintes caracteres: tamanho pequeno, coloracdo da pelagem dorsal castanho-claro e

ventral levemente mais clara, bordas das orelhas, trago e base da folha nasal amarela, listras

faciais evidentes e presenga de um terceiro molar inferior extremamente reduzido (Figura 1).

Figura 6. A) Dermanura gnoma (RM 296). B) A esquerda cranio do espécime RM

333 (seta indica concavidade acentuada na regido supra-orbital); a direita mandibula do

espécime (setas indicam a presenca do 3° molar inferior extremamente reduzido).
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2. Analises citogenéticas

Dermanura gnoma apresentou 2n = 30 e NF = 56. O seu conjunto de autossomos
apresenta oito pares de cromossomos metacéntricos (1, 2, 3, 7, 10, 12, 13 e 14), trés pares de
cromossomos submetacéntricos (4, 8 e 11) e trés pares de cromossomos subtelocéntricos (5, 6
e 9). O cromossomo X é um metacéntrico grande e o cromossomo Y é um subtelocéntrico
pequeno. O bandamento C identificou as regiGes de heterocromatina constitutiva nas regioes
pericentromeéricas de todos os cromossomos e pequenos blocos de heterocromatina foram
observados na regido telomérica nos bragos curtos dos pares cromossdmicos 2, 4 e 6 e nos
bracos longos dos pares cromossdmicos 7, 11 e no cromossomo sexual X. A coloragdo com
fluorocromo base-especifico CMA; identificou as bandas transversais correspondentes as

regides ricas em CG" em todos os pares de cromossomos (Figura 2).
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Figura 7. Caridtipo de Dermanura gnoma. a) Coloragdo convencional com Giemsa;
b) Bandamento C (setas indicam blocos adicionais de heterocromatina constitutiva nas regides

terminais dos cromossomos); ¢) Coloracdo com cromomicina CMAg. (&, 2n =30 e NF = 56).
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3. Analises moleculares

Os dados moleculares de DNA barcode obtido das sequéncias mitocondriais do gene
COIl para D. gnoma foram comparados com espécimes do Cerrado de D. cinerea, A.
planirostris e A. lituratus, formando quatro grupos distintos como visualizados no
dendograma de NJ (Figura 3). As distancias genéticas interespecificas baseadas na distancia

K2P mostrou uma alta dissimilaridade entre as espécies analisadas (Tabela 2).

RM296
g2 | RM340
Dermanura gnoma
RM287
101 | rm257
- RM188
Artibeus planirostris
92 RM189
RM118 ]Artibeus lituratus
— RM171
Dermanura cinerea
100 ' RM216
—i
0.01

Figura 8. Dendograma do vizinho mais préximo (NJ) baseado na distancia K2P, com
espécimes do Cerrado D. gnoma, D. cinerea, A. planirostris e A. lituratus, mostrando a

separacdo dos clados entre as espécies analisadas.

Tabela 2. Similaridades interespecificas baseada na distancia K2P, para verificar a

distancia genética entre as espécies analisadas (%).

Dermanura Dermanura Artibeus Artibeus
gnoma cinerea planirostris lituratus
Dermanura gnoma —
Dermanura cinerea 6,1 —
Artibeus planirostris 4,4 10,1 —
Artibeus lituratus 10,9 11,2 14,3 —
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Discussao

As medidas morfologicas obtidas neste trabalho estdo de acordo com o apresentado na
literatura para D. gnoma e nossos resultados concordam com as medidas obtidas por
HANDLEY-JR., (1987) ao descrever esta espécie, exceto no comprimento da orelha, menor em
nosso trabalho (13,34 vs. 16,9). O valor do desvio padrdo para esta medida também foi alto
(1,20 vs. 0,62), o que pode ser explicado pela tomada desta medida morfoldgica ter sido
realizada apds a extracao do crénio.

CAPUSSO (2007) ao comparar medidas morfoldgicas e cranianas de espécimes do
género Dermanura também encontrou 0os mesmos valores para D. gnoma. Segundo este autor
quatro medidas cranianas sdo significativas para diferenciar D. gnoma de D. cinerea
(comprimento da mandibula, largura externa dos cingula-caninos, largura externa dos molares
superiores e largura mastoidea), sendo os valores encontrados para D. cinerea maiores que 0S
valores obtidos para D. gnoma. Essas quatro medidas foram comparadas com dados de D.
cinerea disponibilizado na literatura (CAPUSSO, 2007; FIALHO, 2009; SCULTORI et al., 2009),

e esse mesmo padrdo também foi encontrado (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacdo das quatro medidas cranianas usualmente utilizadas para

distinguir a espécie Dermanura gnoma de Dermanura cinerea (medidas obtidas da literatura).

D. gnoma D. cinerea
Medidas Cranianas Neste
CAPUSSO (2007) FIALHO (2009)  ScuLToRI (2009)

trabalho
Comprimento da mandibula 11,63 12,21 12,18 13,13
Largura externa dos cingula-caninos 51 5,55 5,03 5,82
Largura externa dos molares superiores 7,65 8,45 8,2 8,92
Largura mastdidea 9,83 9,93 10,08 10,1
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Os espécimes analisados neste trabalho apresentaram caracteres usualmente utilizados
na identificacdo de D. gnoma, sendo caracteres de distingdo: listras faciais brancas,
proeminentes e bem definidas; borda da orelha, trago e folha nasal bem amarela; presenca do
terceiro molar inferior (Figura 1). GONCALVES & GREGORIN (2004), também encontraram
esse mesmo padrdo dos caracteres utilizados para identificacdo de D. gnoma, exceto pelo
padrdo de listras encontrados por estes autores (listras incipientes). A média das medidas
morfologicas e cranianas de D. gnoma para o Cerrado esta de acordo com o padrdo
estabelecido para esta espécie (HANDLEY-JR., 1987; GONGCALVES & GREGORIN, 2004;
CAPUSSO, 2007).

A analise cromossémica convencional de Dermanura gnoma possibilitou identificar
sua constituicdo cariotipica como 2n = 30 e NF = 56, pela primeira vez registrada para esta
espécie. Segundo SANTOS et al. (2002) D. cinerea também apresenta essa mesma constituicdo
cromossémica, mas a morfologia do conjunto autossémico dessas espécies sdo diferentes.
Observamos que os pares cromossomicos de D. gnoma se diferem morfologicamente de D.
cinerea: os pares metacéntricos (7), submetacéntricos (4, 11) e subtelocéntricos (5 e 9) de D.
gnoma correspondem aos pares cromossomicos metacéntricos (5 e 11), submetacéntricos (3, 7
e 9) e subtelocéntricos (6) de D. cinerea, 0os demais cromossomos destas espécies se
assemelham morfologicamente.

A heterocromatina constitutiva foi observada na regido pericentromérica de todos os
cromossomos de D. gnoma, padrdo de distribuicdo semelhante ao encontrado em morcegos da
familia Phyllostomidae (BAKER et al., 1982; VARELLA-GARCIA et al., 1989; VARELLA-
GARCIA & TADDEI, 1989; SANTOS & Souza, 1998; SILVA et al., 2005; BARROS et al., 2009;
PINTO et al., 2012), e adicionalmente na regido telomérica dos pares cromossémicos 2, 4, 6, 7,
11 e X, caracteristica ja relatada para morcegos do género Artibeus e Uroderma da subfamilia

Stenodermatinae, (SANTOS & SouzA, 1998; SILVA et al., 2005; FIALHO, 2009; PINTO et al.,
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2012). Atraves das bandas transversais obtidas nos cromossomos de D. gnoma por meio da
(CMA;) os pares cromossdmicos foram individualizados auxiliando na identificacdo precisa
de seus homologos.

A separacdo das espécies do género Artibeus em linhagens distintas foi realizada
através de estudos morfoldgicos, sugerindo uma separacdo destas espécies em dois géneros
Artibeus (espécies maiores) e Dermanura (espécies menores) (VAN DEN BuUSSCHE, 1993). Em
nossos estudos, foi verificada a formacéo de quatro clados distintos, ocorrendo principalmente
a separacdo entre Artibeus e Dermanura. REDONDO et al. (2008) baseados em analises de
sequéncias do gene mitocondrial COI, Citocromo-b e do gene nuclear RAG2 também
evidenciou essa formacéo de diferentes clados entre Artibeus e Dermanura. Lim et al. (2004)
baseado no gene citocromo-b, verificaram que as sequéncias de espécimes de A. lituratus, A.
planirostris, D. gnoma e D. cinerea eram divergentes, com os valores estimados pelo método
Kimura-2 parametros maiores que 5%. Quando observado os valores de dissimilaridade
obtidos em nosso trabalho entre Dermanura gnoma e as outras espécies analisadas,
verificamos que esses valores foram altos (tabela 2). SoLARI et al. (2009), analisando espécies
de morcegos através do citocromo-b para verificar a diversidade de espécies e as relaces
interespecificas do género Dermanura, tambem encontrou uma dissimilaridade interespecifica
semelhante (> 5%), corroborando com os nossos resultados.

Concluimos que Dermanura gnoma apresentou as medidas dentro do padrdo das
caracteristicas morfoldgicas usualmente utilizadas em sua identificacdo (padrdo de coloracao
e presenca do terceiro molar). A constituicdo cariotipica, evidenciada pela primeira vez,
podera auxiliar em sua identificacdo, pois embora D. gnoma tenha a mesmo namero de
cromossomos que D. cinerea (2n = 30 e NF = 56), a morfologia cromossémica dessas

especies sdo diferentes. Por fim, as analises moleculares utilizadas como um auxilio na
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identificacdo dos espécimes servira como um complemento a taxonomia, visto que a

morfologia até recentemente era a base para a identificacao de espécies deste género.
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Conclusao Geral

A utilizacdo de diferentes dados para auxiliar a identificacdo correta das especies € de
grande importancia. Estudos morfoldgicos, citogenéticos e moleculares com morcegos no
Cerrado ainda sdo escassos. Obtemos dados morfologicos, citogenéticos e moleculares de trés
espécies de morcegos do Cerrado, esses dados ao serem analisados em conjunto confirmaram
que os exemplares pertenciam as espécies Tonatia bidens, Tonatia saurophila e Dermanura
gnoma.

A constituicdo cariotipica de T. bidens (2n = 26 e NF = 38), foi evidenciada pela
primeira vez para esta espécie e o caridtipo de T. saurophila (2n = 16 e NF = 20), por nés
encontrados, se assemelha ao descrito na literatura para T. bidens, neste sentido sugerimos
que o cariétipo relatado na literatura para T. bidens seja reconhecido como sendo de T.
saurophila. Nossas andlises morfoldgicas e citogenéticas foram confirmadas por dados
moleculares, onde T. bidens e T. saurophila formaram dois clados distintos, apresentando alta
dissimilaridade (15,8%).

A analise de caracteres morfoldgicos e cranianos de Dermanura gnoma nos mostrou
que os espécimes do Cerrado também apresentam medidas e caracteristicas padrdo desta
espécie quando analisadas, através da literatura, com formas de outra localidade. Dermanura
gnoma, teve seu cariétipo descrito pela primeira vez, sua constitui¢do cariotipica (2n = 30 e
NF = 56), foi semelhante a outra espécie deste género (D. cinerea), diferindo apenas na
morfologia cromossémica. As analises moleculares utilizadas em nosso trabalho confirmaram
a identificacdo dos espécimes, 0s quais apresentou alta dissimilaridade entre as espécies

analisadas.
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AnNexos

Anexo 1. Normas para publicacdo de artigos na Revista Iheringia — Série Zoologia.

Escopo e politica

O periddico lheringia, Série Zoologia, editado pelo Museu de Ciéncias Naturais da
Fundacdo Zoobotanica do Rio Grande do Sul, destina-se a publicar trabalhos completos
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Veterinaria, Zootecnia ou outras areas que envolvam zoologia aplicada. Manuscritos
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2. Os manuscritos serdo analisados por, no minimo, dois consultores. A aprovacdo do
trabalho, pela Comissdo Editorial, serd baseada no conteudo cientifico, respaldado pelos
pareceres dos consultores e no atendimento as normas. Alteracdes substanciais poderdo ser
solicitadas aos autores, mediante a devolugdo dos arquivos originais acompanhados das
sugestoes.

3. O teor cientifico do trabalho é de responsabilidade dos autores, assim como a
correcdo gramatical.

4. O manuscrito, redigido em portugués, inglés ou espanhol, deve ser configurado em
papel A4, em fonte “Times New Roman” com no maximo 30 paginas numeradas (incluindo
as figuras) e o espagcamento duplo entre linhas. Manuscritos maiores poderédo ser negociados
com a Comissao Editorial.

5. Os trabalhos devem conter os tdpicos: titulo; nomes dos autores (nome e sobrenome
por extenso e demais preferencialmente abreviados); endereco completo dos autores, com e-
mail para contato; abstract e keywords (maximo 5) em inglés; resumo e palavras-chave
(maximo 5) em portugués ou espanhol; introducdo; material e métodos; resultados; discussao;
agradecimentos e referéncias bibliograficas. As palavras-chave ndo deverdo sobrepor com
aquelas presentes no titulo.

6. Nao usar notas de rodapé.

7. Para 0s nomes genéricos e especificos usar italico e, ao serem citados pela primeira
vez no texto, incluir o nome do autor e 0 ano em que foram descritos. Expressdes latinas
também devem estar grafadas em italico.

8. Citar as instituicdes depositarias dos espécimes que fundamentaram a pesquisa,
preferencialmente com tradicdo e infraestrutura para manter colegdes cientificas e com
politicas de curadoria definidas.
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alta reduzida) usando alguma das seguintes formas: Bertchinger & Thomé (1987), (Bryant,
1915; Bertchinger & Thomé, 1987), Holme et al. (1988).
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pranchas ou solicitar nova disposicdo aos autores. As legendas devem ser autoexplicativas.
llustracbes a cores implicam em custos a cargo dos autores. As figuras devem ser
encaminhadas apenas em meio digital de alta qualidade (ver item 16).

12. As tabelas devem permitir um ajuste para uma (8 cm) ou duas colunas (16,5 cm)
de largura, ser numeradas com algarismos romanos e apresentar titulo conciso e
autoexplicativo.

13. Figuras e tabelas ndo devem ser inseridas, somente indicadas no corpo do texto.

14. A listagem do material examinado deve dispor as localidades de Norte a Sul e de
Oeste a Leste e as siglas das instituicGes compostas preferencialmente de até 4 letras, segundo
0 modelo abaixo:

BRASIL, Goias: Jatai (Fazenda Aceiro), 3 &, 15.X1.1915, C. Bueno col. (MZSP);
Parana: Curitiba, ¢, 10.XI1.1925, F. Silveira col. (MNRIJ); Rio Grande do Sul: Sdo Francisco
de Paula (Fazenda Kraeff, Mata com Araucaria, 28030'S 52029'W, 915m), 5 &, 17.X1.1943,
S. Carvalho col. (MCNZ 2147).

15. Recomenda-se que 0s autores consultem um artigo recentemente publicado na
Iheringia Série Zoologia para verificar os detalhes de formatacéo.

16. Enviar o arquivo de texto em Microsoft Word (*.doc) ou em formato "Rich Text"
(*.rtf). Para as imagens utilizar arquivos Bitmap TIFF (*.tif) e resolu¢do minima de 300 dpi
(fotos) ou 600 dpi (desenhos em linhas). Enviar as imagens nos arquivos digitais
independentes (néo inseridas em arquivos do MS Word, MS Power Point e outros), nomeados
de forma autoexplicativa (e. g. figura0l.tif). Graficos e tabelas devem ser inseridos em
arquivos separados (Microsoft Excel para graficos e Microsoft Word ou Excel para tabelas).
Para arquivos vetoriais utilizar formato Corel Draw (*.cdr).

17. Para cada autor sera fornecido um exemplar da revista. Os artigos também estardo
na pagina do Scientific Electronic Library Online, SciELO/Brasil, disponivel em
www.scielo.br/isz.
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Anexo 2. Medidas morfoldgicas externas e cranianas realizadas nos espécimes de

morcegos, conforme V1zoTTO & TADDEI (1973).

Dimenséo das medidas externas:

v' Comprimento total (Cabeca e corpo): do extremo anterior do rostro a regido anal,
disposto o animal em decubito dorsal, com a abdboda palatina paralela ao substrato.

v' Antebraco: do cotovelo a extremidade proximal dos metacarpos, com o braco,
antebraco e dedos dobrados, de modo a tomar a forma de um z.

v' Pé: do ponto ventral de implantacdo da unha do artelho médio ao extremo
posterior (origem do calcaneo), quando o pé forma um angulo reto com a tibia.

v Calcéaneo: do ponto ventral de unido superior com a tibia ao extremo distal.

v Altura da orelha: do ponto mais profundo do entalhe sobre a margem externa ao

extremo distal.
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Dimensdes das medidas cranianas:

v' Comprimento total do cranio (Ct): da borda alveolar anterior dos incisivos
centrais superiores ao extremo posterior do occipital.

v' Comprimento condilo-basal (Cb): da borda alveolar anterior de um dos incisivos
centrais superiores ao ponto distal do céndilo occipital correspondente.

v' Comprimento condilo-canino (Cc): da borda alveolar anterior do canino ao ponto
distal do condilo occipital correspondente.

v' Comprimento basal (B): da borda alveolar posterior de um dos incisivos centrais a
borda anterior do foramen magnum.

v' Comprimento palatal (Cpt): da borda alveolar posterior de um dos incisivos
centrais ao ponto mais anterior da chanfradura palatina, ao nivel das coanas.

v" Comprimento da série de dentes superiores (C-M?%S): da borda alveolar anterior
do canino superior a borda alveolar posterior do tltimo molar da mesma série.

v" Comprimento da série de dentes inferiores (C-M?31): da borda alveolar anterior do
canino inferior a borda alveolar posterior do Gltimo molar da mesma série.

v' Comprimento da mandibula (Cm): da borda anterior dos incisivos centrais ao
ponto distal do processo condiléide (articular).

v Largura externa dos cingula-caninos (Lc): entre os pontos extremos externos dos
cingula dos caninos superiores.

v/ Largura externa dos molares superiores (Lm): entre os pontos extremos das
bordas alveolares externas dos molares superiores.

v'Largura interorbital (Li): entre 0s pontos mais proximos das constri¢des orbitais.

v Largura posorbitaria (Lp): entre os pontos mais préximos obtidos na constricdo
posorbitaria.

v Largura zigomatica (Lz): entre os pontos extremos laterais dos arcos zigomaticos.
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v/ Largura da caixa craniana (Lcx): entre os pontos extremos das paredes da caixa
craniana, geralmente, na regido esquamosal do temporal.

v Largura mastéidea (Lmt): entre os pontos extremos dos processos mastdideos.

v' Largura palatal (Lpt): entre os pontos mais proximos das bordas alveolares
internas dos ultimos molares (M, ou M3).

v Altura do occipital (Ao): da borda anterior do foramen magnum ao ponto de unido

das cristas lambdoideas e sagital.

Vizotto & Taddei, 1973
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Anexo 3. Extracdo direta da medula 0ssea adaptado de Morielle-Versute et al., 1996.

Injetar subcutanea e dorsalmente 0,2 ml da suspensdo de fermento glicosado para cada
25g de peso corporal do animal. Essa solucdo induz a ocorréncia de mitoses nas celulas
precursoras de linfocitos. Apos £12 horas injetar intra-peritonialmente 0,2 ml de colquicina
0,5% para cada 25g de peso corporal. Aguardar de 20 minutos. A colquicina impede a
formacéo do fuso mitético nas células, bloqueando o processo de diviséo celular.

Decorridos o tempo da injecdo de colquicina, sacrificar o animal e remover 0s 0Ss0S
longos e com a ajuda de uma seringa e solucdo salina de Hanks (£ 8 ml) recolher a medula
0ssea em um tubo de centrifuga. As massas celulares que existem séo desfeitas por sucessivas
aspiracdes com a propria seringa, sem agulha.

Centrifugar a suspensdo por 5 minutos a 900 rpm. Descartar o sobrenadante deixando
+ 1 ml de medula no tubo e adicionar de 5 a 8 ml de hipoténica KCI 0,075 M, ressuspender
devagar e deixar em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. E importante deixar sempre a
mesma quantidade de solucdo no tubo de centrifuga que se utilizou para retirar a medula em
todos 0s demais processos.

Centrifugar por 5 minutos a 900 rpm, desprezar o sobrenadante, agitar levemente, para
ressuspender e colocar de 5 a 8 ml de fixador metanol-acético 3:1. Aguardar 15 minutos.
Centrifugar e desprezar o0 sobrenadante. Repetir essa operagdo mais duas vezes
ressuspendendo o ultimo precipitado (em + 2 ml) de fixador e guardar em tubos de eppendorf

no freezer (£ 2 ml).
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Anexo 4. Bandamentos cromossoémicos.
Coloracédo convencional com Giemsa adaptado de Guerra, 1988.

Apos pingar a ldmina esperar secar e colocar em solucéo de Giemsa a 5% (47,5 ml de
agua destilada e 2,5 ml de solugdo de Giemsa mae) por cinco minutos, lavar a ldmina em agua

corrente para retirar o excesso da Giemsa, deixar secar em temperatura ambiente e analisar.

Bandamento C adaptado de Sumner, 1973.
v'Utilizar 1aminas recém-preparadas.

v/ Tratar o material preparado com HCI 0,2N a temperatura ambiente por 15
minutos;

Lavar a lamina em &gua corrente e deixar secar naturalmente;

Colocar em solucéo salina de 2x SSC a 60 °C por 15 minutos;

Lavar a ldmina em &gua corrente e deixar secar naturalmente;

D N N NN

Colocar em solucdo de hidroxido de bario (Ba(OH), 8H,0) 5%, recém preparada
e filtrada, a 42 °C, durante 90 segundos;

v Para interromper a acdo da solucdo do bario submergir rapidamente a lamina em
solucdo de HCI 0,2N, lavar em agua corrente e deixar secar naturalmente;

Colocar a lamina em solucdo salina 2xSSC a 60 °C durante 45 minutos;

Lavar a lamina em agua corrente e deixar secar naturalmente;

Corar com 40 pL do meio com lodeto de Propidio;

<N X X

Deixar em camara escura e refrigerada por 24 horas e analisar as laminas.

Coloracédo Ag-NOR adaptado de Howell & Black, 1980.

v' Utilizar laminas recém-preparadas.

v' Preparar a seguinte solucdo: 2 gotas de gelatina, 2 gotas de agua destilada e 4
gotas de nitrato de prata.

v Colocar a solucdo acima sobre a lamina seca e cobrir com uma laminula. Levar ao
banho-maria a 60 °C e comecar a observar a ldamina a partir de 1 minuto, até obter
uma coloragdo marrom.

v/ Lavar em agua corrente até a laminula desgrudar, corar com Giemsa a 5% por +20

segundos, enxaguar em agua corrente, deixar secar naturalmente e analisar.
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Coloracgédo com fluorocromo base-especifico CMA; adaptado de Schweizer, 1980.

v Utilizar ldminas novas

v Colocar as laminas em cubetas e deixa-las imersas em tamp&o Mcllvaine + MgCl,
a temperatura ambiente (x 25 °C) por 10 minutos;

v Retirar a lamina e agita-la brevemente, secando a face oposta a do material.
Colocar 50pL de CMA; (0,5 mg/ml). Cobrir com uma laminula e deixar o conjunto
em caixa escura por 30 minutos, em temperatura ambiente.

v/ Retirar a laminula em tampdo Mcllvaine (pH = 7,0) lavando a lamina
vagarosamente nessa solucdo. Deixar a lamina nesse tampdo enquanto se prepara a
solugdo Metil-green/Hepes;

v Incubar as laminas em solucdo de Metil-green/Hepes por 15 minutos;

v Lavar as laminas em solucdo de Hepes/NaCl,

v/ Secar as laminas, pingar + 2 gotas da solucdo de glicerol com propilgalato e
montar as [aminas permanentes com laminula;

v' Deixar a laminas guardada em caixa escura e na geladeira por no minimo 2 dias

antes de analisar e fotografar em microscopia de epifluorescéncia.
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Anexo 5. Classificacdo cromossémica definida através das medidas obtidas pela razédo
entre os bracos do cromossomo “AR” (indice gerado pela divisdo entre o tamanho do braco
maior (p) pelo braco menor (q) do cromossomo) e valores dos indices de AR utilizados para a
nomenclatura dos cromossomos de acordo com o estabelecido por LEVAN et al. (1964).

comprimento
AR = S0P (@)

comprimento (p)

Cromossomo metacéntrico: o centrémero esta localizado na sua parte central ou
quase central, dividindo os bragos do cromossomo em partes iguais ou aproximadamente
iguais, 0 AR deve estar entre o intervalo 1 e 1,7.

Cromossomo submetacéntrico: o centrdmero estd deslocado para a parte superior,
dividindo o cromossomo em dois bragos de tamanhos diferentes, 0 AR deve estar entre o
intervalo 1,7 e 3,0.

Cromossomo subtelocéntrico: o centrdmero estd localizado proximo da sua
extremidade, formando dois bragos com tamanhos bem diferentes, um muito grande e outro
muito pequeno, 0 AR deve estar entre o intervalo 3 e 7,0.

Cromossomo acrocéntrico: o centrdmero encontra-se localizado em uma das suas

extremidades, sendo que praticamente ndo existe 0 brago menor, o AR deve ser maior que 7,0.
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Anexo 6. Extracdo de DNA (Aljanabi & Martinez, 1997).

v

Extrair o DNA genémico através da pela fragmentacdo dos tecidos, deixar secar
por completo em estufa a 37 °C por + 2 horas;

Adicionar 440 pL de tampédo de extracdo e 5 pL de proteinase K (10 mg/uL).
Passar no vortex para homogeneizar e levar ao banho-maria a 55 °C por 1-3 horas;
Adicionar 300 pL de NaCl (5M) inverter os tubos e passar no vortex por 30
segundos. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos a 25 °C;

Remover 500 pL do sobrenadante para outro tubo e adicionar 500 pL de
isopropanol 100% gelado, inverter os tubos para precipitacdo do DNA. Centrifugar
por 10 minutos a 10.000 rpm;

Descartar o isopropanol e adicionar 300 pL de etanol 70% gelado. Centrifugar por
10 minutos a 10.000 rpm (repetir 3 vezes este passo);

Descartar o etanol e secar por 30 minutos a 37 °C ou deixar os tubos abertos em
cima de um guardanapo dentro de uma gaveta de um dia para o outro;

Adicionar 50 pL de H,O miliQ autoclavada e 3 pL de RNAse, ressuspender o
material e colocar no banho a 37 °C por 30 minutos;

Correr no gel de agarose a 0,5% para verificar a integridade do DNA e se possui a
presenca de RNA na amostra de DNA,

N&o havendo a presenca de RNA, seguir para a quantificacdo de DNA em

bioespectrofotdometro.

73



Apéndices

Apéndice 1. indice das medidas cromossomicas obtidas pela razdo entre os bragos do cromossomo “AR” e sua respectiva nomenclatura.

Metacéntrico (M), submetacéntrico (SM), subtelocéntrico (ST) e acrocéntrico (A).

Cromossomos Tonatia bidens Tonatia saurophila Dermanura gnoma

M SM ST A AR M SM ST A AR M SM ST A AR

Par 1 X 3,5 X 1,0 X 1,0
Par 2 X >70 X >7.0 X 1,03
Par 3 X >7,0 X >7,0 X 1,4
Par 4 X 3,0 X >7,0 X 2,8
Par 5 X >7,0 X 2,1 X 3,20
Par 6 X 1,05 X >7,0 X 3,15
Par 7 X >7,0 X 1,7 X 1,0
Par 8 X 2,0 X 2,88
Par 9 X 1,0 X 3,33
Par 10 X 5,6 X 1,58
Par 11 X 1,25 X 1,8
Par 12 X >7,0 X 1,7
Par 13 X 1,0
Par 14 X 1,0
Sexual (X) X 1,8 X 2,63 X 1,06
Sexual (Y) X 3,1
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Apéndice 2. Local de captura dos espécimes de Dermanura gnoma.

Data de Coleta RM Procedéncia Coordenadas Municipio Sexo Peso (g)
07/09/2011 221 Parque do Bacaba 14°42' S, e 52°21' W Nova Xavantina/MT F 115
07/05/2012 233 Parque do Bacaba 14°42' S, e 52°21' W Nova Xavantina/MT F 10
13/05/2012 235 Parque do Bacaba 14°42' S, e 52°21' W Nova Xavantina/MT F 10
11/08/2012 244 Parque do Bacaba 14°42'S, e 52°21' W Nova Xavantina/MT M 10
28/09/2012 257 Parque do Bacaba 14°42'S, e 52°21' W Nova Xavantina/MT M 14
11/12/2012 287 Parque Estadual da Serra Azul (PESA) 15°51'19,5" S, 52°15'14,4" W Barra do Garcas/MT F 11
05/02/2013 296 Parque do Bacaba 14°42'S, e 52°21' W Nova Xavantina/MT M
05/03/2013 315 Parque do Bacaba 14°42' S, e 52°21' W Nova Xavantina/MT F 12.2
15/03/2013 327 Rio das Mortes 13°39'02" S, e 051°29'57" W Nova Nazaré/MT M 12
20/04/2013 333 Parque do Bacaba 14°42'28,8" S, e 52°21'03,9" W Nova Xavantina/MT M 125
28/04/2013 340 Parque do Bacaba 14°42'S, e 52°21' W Nova Xavantina/MT M 108
26/06/2013 349 Parque do Bacaba 14°42' S, e 52°21' W Nova Xavantina/MT F 115

75



Apéndice 3. Medidas morfoldgicas externas e medidas cranianas obtidas dos espécimes de Dermanura gnoma. Dados: F (fémea), M

(macho). C. (comprimento), L. (largura).

Medidas RM221 RM233 RM235 RM244 RM257 RM287 RM296 RM315 RM327 RM333 RM340 RM 349

Medidas morfoldgicas externas

C. do Antebraco 35,9 40,0 39,9 36,9 39,1 39,3 38,1 39,2 40,3 38,5 39,1 38,8
C. total do corpo 50,8 45,0 46,2 48,7 48,5 49,3 49,4 49,5 47,3 38,8 48 38,2
C. daorelha 14,9 12,2 13,2 12,2 12,2 12,7 13,2 13,8 11,8 15,1 14,5 14,3
C.dopé 5 4.4 4,9 4,3 4,7 4,0 5,0 4,1 4,6 4,9 4,7 5,1
C. do calcéneo 4,3 52 6,1 4,7 4,3 4.8 4.4 5,6 5,0 4.4 53 4,3

Medidas cranianas

C. total do cranio 19,8 18,1 19,5 18,4 19,3 19,2 19,0 18,3 18,7 19,6 19,2 18,6
C. condilo-basal 19,1 17,9 18,9 16,8 16,6 17,1 17,0 16,7 171 17,4 17,3 16,6
C. palatal 7,6 8,3 8,7 8,0 7,7 7,8 8,1 8,3 71 8,2 7,8 8,0
C. basal 14,7 14,0 14,7 14,4 14,5 14,8 14,7 14,3 14,6 14,8 14,7 14,0
C. mandibula 11,5 11,6 11,7 11,3 11,3 12,0 11,7 11,7 11,3 11,7 11,9 11,9
C. da série de dentes superiores 6,2 5,8 6,1 5,8 59 5,8 6,0 5,9 5,8 6,2 5,8 5,8
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Continuacdo Apéndice 3

C. condilo-canino 18,8 17,3 16,8 16,3 17,0 16,7 16,3 16,1 16,6 16,9 16,4 15,0
C. da série de dentes inferiores 6,6 6,1 6,4 5,8 6,1 6,0 6,1 6,0 6,0 6,2 6,2 6,1
L. externa dos cingula-caninos 53 5,0 51 5,0 52 50 53 5,0 51 51 50 51
L. externa dos molares superiores 8,0 7,5 7,5 74 7,7 7,8 7,5 7,7 7,5 7,8 7,6 7,8
L. pds-orbital 8,0 7,5 1,7 7,2 8,0 7,8 7,5 7,3 7,2 7,9 7,4 7,2
L. zigomatica 11,1 10,3 10,4 9,9 11,1 10,8 9,9 9,9 10,7 11,5 11,2 11,0
Largura da caixa craniana 9,5 8,1 8,3 8,3 9,0 8,5 8,5 8,9 8,8 8,8 8,9 8,4
Largura mastdidea 10,7 9,8 9,6 9,5 10,0 94 9,6 9,8 9,9 9,8 9,8 10,1
Largura interorbital 6,2 58 58 58 54 58 54 51 5,8 5,6 55 53
Largura palatal 4,5 3,8 4,0 4.4 4,2 4,3 4,0 4,9 4,1 4,9 4,3 4,5
Altura do occipital 6,3 6,1 5,9 6,1 6,1 55 6,1 58 6,1 5,9 6,3 6,1
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