UNIVERSIDADE ESTADUAL DO PARANA, CAMPUS DE UNIAO DA VITORIA
COLEGIADO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CELI DE ARAUJO RIEPER

ESTUDO COM MARCADORES CROMOSSOMICOS EM UMA POPULACAO
SUL-PARANAENSE DE Sturnira lilium (CHIROPTERA, PHYLLOSTOMIDAE)

UNIAO DA VITORIA
2024



CELI DE ARAUJO RIEPER

ESTUDO COM MARCADORES CROMOSSOMICOS EM UMA POPULACAO
SUL-PARANAENSE DE Sturnira lilium (CHIROPTERA, PHYLLOSTOMIDAE)

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado ao colegiado
de Ciéncias Bioldgicas, Centro de Ciéncias Exatas e
Bioldgicas, Universidade Estadual do Parana, Campus de
Unido da Vitdria, como requisito parcial a obtencdo do
titulo de licenciada em Ciéncias Biologicas.

Orientador: Prof. Dr. Rafael Bueno Noleto
Coorientador: Prof. Dr. Alan Deivid Pereira

UNIAO DA VITORIA
2024



de Unido da Vitéria

Anexo X - ATA DE DEFESA DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Aos 05 dias do me) s de dezembro de 2024, a acade)mica Celi de Araujo Rieper
apresentou o Trabalho de Conclusa; o de Curso intitulado ESTUDO COM MARCADORES
CROMOSS0%MICOS EM UMA POPULACA* O SUL-PARANAENSE DE Sturnira lilium
(CHIROPTERA, PHYLLOSTOMIDAE),
para avaliaca;o da banca composta pelo orientador, Prof. Dr. Rafael Bueno Noleto, Prof. Dr.
Marcos O ta6vio Ribeiro e Profa. Dra. Thais Aparecida Dulz.

Ap o6 apresentaga; o do TCC pelo(a) acade) mico (a) e arguica; o pela banca, a mesma deliberou pela:

Quadro de notas:

Avaliador Nota
1 6,25
2 7,3
3 8,2
Média Final 7,2

(x) Aprovacao

() Aprovagao com

reformulacodes

() Reprovacao

Anota final da academica foiiguala:7,2.

Unido da Vitoria, 05 de fevereiro de 2025.

Documento assinado digitalmente
“b RAFAEL BUENO NOLETO
g Data: 04/02/2025 14:15:11-0300
verifique em https://validar.iti.gov.br
Presidente da banca - Orientador
Prof. Dr. Rafael Bueno Noleto

Documento assinado digitalmente
“b MARCOS OTAVIO RIBEIRO

Data: 05/02/2025 15:27:20-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Membro Avaliador 1
Prof. Dr. Marcos O taévio Ribeiro

Documento assinado digitalmente
ub THAIS APARECIDA DULZ
g Data: 05/02/2025 21:26:31-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br
Membro Avaliador 2
Profa. Dra. Thais Aparecida

Dulz



Dedico a Vivi,
pelo apoio de uma vida toda.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar minha profunda gratiddo aos meus pais Alexandre e Rita, que
me proporcionaram estar aqui hoje e sempre me ofereceram todo 0 apoio necessario para
seguir meu caminho académico.

Agradeco a minha irma Julia, que estd sempre disposta a ajudar e apoiar quando
preciso.

A minha irma Vivi, que, ao longo da minha vida, me apoiou de todas as maneiras
possiveis e impossiveis. Sem vocé, ndo seria quem sou hoje.

Sou grata a minha namorada Bea, que esteve ao meu lado em todos os momentos, me
apoiando e ajudando a atravessar essa jornada académica. Sua presenca foi fundamental para
que eu ndo desistisse, enfrentando todos os obstaculos comigo.

Agradeco também as minhas amigas de turma, Maria, Luana e Fernanda. Apesar das
nossas diferencas, vocés estiveram comigo durante todo esse tempo, contribuindo para que eu
chegasse até aqui.

Agradeco de coracdo a minha amiga Karine, que sempre esteve ao meu lado, disposta
a oferecer apoio e consolo. Sua capacidade de me fazer rir tornou essa jornada muito mais
leve e agradavel.

Um agradecimento especial aos professores do colegiado de Ciéncias Bioldgicas, que
nunca negaram sua ajuda e apoio ao longo desses anos.

Agradeco ao meu coorientador, Prof. Dr. Alan Deivid Pereira, por me apresentar ao
fascinante mundo dos morcegos e por sua imensa paciéncia em nos ensinar tudo o que sabe
sobre esse universo.

Gostaria de agradecer a0 meu orientador, Prof. Dr. Rafael Bueno Noleto, pela
paciéncia, ajuda e cuidado ao compartilhar seus ensinamentos. Sou muito grata por ter sido
aceita sob sua orientacdo e tenho orgulho de ter sido sua orientada. Admiro profundamente
seu profissionalismo e o cuidado que dedica a tudo o que faz.

Por ultimo, agradeco a Universidade Estadual do Parana, por ter sido minha casa

durante todo esse tempo e por me proporcionar experiéncias inesqueciveis.



RESUMO

Morcegos sdao mamiferos com a capacidade real de voo, desempenham um papel crucial nos
sistemas ecoldgicos. A familia Phyllostomidae, a maior e mais diversificada na regido
Neotropical, caracterizada por morcegos com uma estrutura em forma de folha ao redor das
narinas, conhecida como folha nasal, fundamental para o sistema de ecolocaliza¢do. O género
Sturnira, atualmente com quatro espécies no Brasil, é considerado um grupo ainda nao
completamente resolvido filogeneticamente. Discordancias entre marcadores moleculares e
morfoldgicos sdo observadas, a ponto de se considerar Sturnira lilium como um possivel
complexo de espécies diante de sua plasticidade morfoldgica. O presente estudo teve como
objetivo utilizar dados cromossémicos para identificar possiveis marcadores citotaxonémicos
e investigar novos padr@es cariotipicos da espécie. Um individuo de cada sexo foi coletado
em Unido da Vitoria, localizada na regido centro-sul do Parana. ApOs a coleta, 0s
cromossomos foram analisados por métodos convencionais e moleculares de citogenética,
incluindo a hibridizacdo fluorescente in situ (FISH). A coloracdo convencional indicou que a
espécie possui 2n=30 cromossomos com morfologias metacéntrica, submetacéntrica e
subtelocéntrica, além da presenca de cromossomos sexuais do tipo XX/XY. Esta estrutura
cariotipica é semelhante a encontrada em outras populagdes previamente estudadas, com
variacbes sutis na morfologia de alguns pares cromossémicos, resultado de
reposicionamentos centromericos observados em diferentes grupos populacionais. Os blocos
GC+ foram observados nas regides teloméricas da maioria dos cromossomos, na regido
pericentromérica do cromossomo X, e coincidentes com as Regifes Organizadoras de
Nucléolo (RONs). Bandas heterocromaticas foram evidenciadas nas seguintes regifes: (1)
centrémero e suas proximidades de todos os cromossomos; (2) intersticial no braco longo do
par 4; (3) locus do rDNA 45S (par 7). A analise por FISH utilizando uma sonda de rDNA
18S confirmou o numero e a localizagdo das RONS.

Palavras-chave: Cari6tipo. FISH. Cromossomos. Morcegos. rDNA.
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1 INTRODUCAO

No ultimo século, foram registrados no Brasil pouco mais de 80 espécies de morcegos
das 186 conhecidas hoje, distribuidas em 68 géneros e 9 familias (Garbino et al., 2022),
sendo elas: Emballonuridae, Phyllostomidae, Mormoopidae, Noctilionidae, Furipteridae,
Thyropteridae, Natalidae, Molossidae e Vespertilionidae. Das 1.474 espécies descritas no
mundo todo (Mammal Diversity, 2024), 13 dessas sdo exclusivas do territorio nacional
(Garbino et al., 2022). Na regido sul do Brasil j& se tem descrito um total de 70 espécies de
morcegos, com o Parana apresentando a maior riqueza (64 espécies), seguido pelo estado de
Santa Catarina (47) e Rio Grande do Sul (40), sendo as trés familias mais representadas,
Phyllostomidae, Vespertilionidae e Molossidae (Passos et al., 2010).

Esses pequenos mamiferos tém habitos noturnos, fazendo com que sejam pouco
notados pela populacdo. Além de serem animais muito diversos, 0s morcegos também
apresentam uma ampla variedade alimentar, podendo ser: frugivoros, insetivoros,
nectarivoros, carnivoros, piscivoros e hematofagos (Reis et al., 2017).

A familia Phyllostomidae é notavel pela sua grande variedade de espécies e por
diferentes comportamentos alimentares. Esses morcegos, frequentemente mencionados na
literatura cientifica, sdo considerados fundamentais para a manutencdo das florestas tropicais,
atuando como dispersores de sementes, especialmente das plantas desta regido (Tavoloni,
2006). Os morcegos da subfamilia Stenodermatinae, pertencentes a familia Phyllostomidae,
sdo reconhecidos por sua especializacdo em uma dieta frugivora (Nowak, 1994). De acordo
com Reis et al. (2000), esta subfamilia € a mais representativa dentre os filostomideos,
reunindo um total de 67 espécies. A espécie Sturnira lilium é um dos representantes mais
abundantes, sendo amplamente distribuida, especialmente nas florestas de montanha do
sudeste brasileiro (Marinho-Filho; VVasconcellos-Neto, 1994)

No Brasil, os primeiros estudos sobre o nimero e morfologia dos cromossomos de
espécies de morcegos foram conduzidos por Becak et al., (1969), Yonenaga et al., (1969) e
Toledo (1973). Por volta de 1989, apenas 25% das especies registradas em nosso territorio
tinham seus cariotipos descritos a partir de espécimes capturados no Brasil (Varella-Garcia et
al., 1989), quadro que vem mudando lentamente, indicando que a quiropterofauna brasileira
carece ainda de estudos mais aprofundados nessa area (Reis et al., 2017). Os marcadores
cromossOmicos representam ferramentas fundamentais para a analise genémica e a
compreensdo da diversidade biol6gica das espécies. Esses marcadores, que incluem

mapeamento de genes especificos, sequéncias repetitivas e regides cromossémicas distintas,
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desempenham um papel fundamental em estudos de genética, evolucdo e conservagéo.
Igualmente podem ser informativos marcadores citotaxondmicos, no caso de espécies
cripticas e/ou complexo de espécies. Em um contexto evolutivo, a analise de marcadores
cromossémicos pode auxiliar na elucidacéo de relagdes filogenéticas entre diferentes grupos
taxonémicos (Ferguson-Smith; Trifonov, 2007).

Compreender as mudancas cromossomicas ao longo da evolugdo de um grupo €
essencial para reconstruir a histéria gendmica e entender os eventos que moldaram a
diversidade bioldgica observada hoje. O género Sturnira, no Brasil com quatro espécies, é
caracterizado como um grupo ainda ndo resolvido filogeneticamente, apresentando
discordancias quanto a marcadores moleculares e morfolégicos. Um exemplo é o taxon
Sturnira lilium que, diante de sua plasticidade morfoldgica, € reconhecido como um possivel
complexo de espécies. Assim, o objetivo principal do presente estudo foi a partir de dados
cromossémicos, contribuir com possiveis marcadores citotaxondmicos, além de buscar
descrever novos padrdes cariotipicos para a espécie, até entdo com auséncia de dados

cromossOmicos para o sul do Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A partir de dados cromossémicos, contribuir para melhor esclarecer algumas lacunas

taxonémicas, além de buscar descrever possiveis novos padrfes cariotipicos para a espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a estrutura cariotipica da espécie Sturnira lilium baseada em marcadores
citogenéticos classicos e moleculares;

e Analisar o sistema de determinacdo do sexo XX/XY;

e Discutir os resultados sob enfoques taxondmicos e evolutivos comparando-0s com

dados disponiveis na literatura.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONSIDERACOES: ORDEM CHIROPTERA

A denominacdo Chiroptera, derivada do grego cheir (mdo) e pteron (asa), refere-se a
adaptacdo morfoldgica fundamental observada nesses animais, caracterizados por possuirem
asas como membros anteriores. Constituem um dos grupos de mamiferos mais diversificados
do mundo. O alongamento dos 0ssos metacarpais e falanges para suporte e controle de uma
membrana alar chamada patagio, foi um marco crucial no desenvolvimento do voo
sustentado exibido por esses organismos (Sotero-Caio, 2008). Tradicionalmente, sdo
classificados em duas subordens: Microchiroptera e Megachiroptera. A subordem
Microchiroptera é a Unica que ocorre no Brasil, sendo encontrada em diversas regides do
mundo, exceto nas areas polares (Reis et al., 2007). Rivalizam em diversidade apenas com 0s
roedores, sendo mais abundantes nas regides tropicais e subtropicais (Sigrist, 2012).

Esses pequenos mamiferos adquiriram a habilidade de se pendurar para repouso, de
cabeca para baixo, agarrando-se a superficies como cavernas, troncos e galhos, com suas
unhas afiadas e curvas semelhantes a ganchos de cabides. Suas vertebras cervicais, que
sustentam a cabeca durante o voo, também os mantém elevados durante o repouso,
proporcionando uma sensacdo de ambiente ndo invertido (Reis et al., 2007). Possuem
ecolocalizacdo, que implica na emissdo de sinais de alta frequéncia e na detec¢do do eco
resultante ao interagir com varios obstaculos. Esse processo permite que 0S morcegos
determinem distancias e dimensdes. Assim, esses animais podem ocupar abrigos menos
vulneraveis a predacdo e competicdo. Além disso, essa habilidade lhes permite explorar de
maneira eficiente os recursos do ambiente (Calixto, 2008).

Formam um dos conjuntos mais variados de mamiferos em relacdo aos seus habitos
alimentares (Reis et al., 2017), podendo se alimentar de frutos, sangue, néctar, insetos e até
outros pequenos animais. Sao considerados bioindicadores eficazes da qualidade ambiental
em ecossistemas naturais (Fenton, 1992) e desempenham um papel extremamente importante
para 0s seres humanos, sendo utilizados em estudos epidemioldgicos e no desenvolvimento

de vacinas que exploram mecanismos de resisténcia a doencas (Yalden; Morris, 1975).
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3.2 FAMILIA PHYLLOSTOMIDAE

A familia Phyllostomidae inclui espécies insetivoras, carnivoras, frugivoras,
polinivoro-nectarivoras, granivoras, folivoras, hematofagas e onivoras. Possui o maior
nimero de géneros e é a familia de morcegos mais diversa no territério brasileiro.
Apresentam uma folha nasal membranosa proeminente que desempenha um papel crucial na
orientacdo dos ultrassons liberados pelas narinas (Neuweiler, 2000). No processo de
ecolocalizagdo, emitem sons de alta frequéncia pela boca ou pelo nariz, os quais séo
refletidos pela superficie do ambiente, fornecendo informacdes sobre a direcdo e a distancia
relativa dos objetos (Fenton, 1992). E assim que os insetivoros se desviam dos obstaculos

noturnos e cagam pequenos insetos em pleno voo (Reis et al., 2007).

3.3 SUBFAMILIA STENODERMATINAE E O GENERO Sturnira

A subfamilia Stenodermatinae, sendo a mais diversa entre as subfamilias dos
filostomideos no Brasil, contendo cerca 37 espécies que pertencem a 14 géneros (Garbino et
al., 2022). Se distribui do México ao Uruguai, passando pelo Peru e pela América Central,
incluindo também as indias Orientais (Koopman, 1994), sendo morcegos frugivoros que em
sua maioria sdo dispersores de sementes (Reis et al., 2017). Apresentam folha nasal de
tamanho médio e auséncia da cauda livre. O uropatagio, quando presente, ndo excede 0
comprimento dos membros inferiores, podendo estar ausente em determinadas espécies.

Ja o género Sturnira conta com quatro espécies: Sturnira giannae Velazco; Patterson,
2019, Sturnira lilium (E. Geoffroy, 1810), Sturnira magna de la Torre, 1966 e Sturnira tildae
de la Torre, 1959 (Garbino et al., 2022). Sturnira giannae, conhecido como morcego de
ombros amarelos de Gianna, exibe uma pelagem ventral uniformemente colorida, variando de
marrom a marrom-avermelhado (Garcia-Restrepo, 2023). Sua ocorréncia € restrita as
vertentes orientais da Cordilheira dos Andes, estendendo-se do territdrio colombiano até a
Bolivia, e também se encontra nas regides de baixa altitude da Venezuela, Guiana e Brasil. A
espécie habita uma diversidade de formacdes florestais situadas a altitudes abaixo de 2000
metros (Pilatasig, 2022).

No Brasil, a distribuicdo de Sturnira lilium abrange as regides Norte, Sul, Sudeste e
parte do Centro-Oeste (Velazco; Patterson, 2014). A espécie demonstra uma notavel
capacidade de adaptacdo as modificacBes do habitat, sendo amplamente encontrada em
ambientes alterados ao longo de sua area de ocorréncia. Sua pelagem exibe variacao
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cromatica, indo do tom pardo ao alaranjado. Em termos de tamanho corporal, S. lilium é
considerado de porte intermediario quando comparado as demais espécies do género Sturnira
(Reis et al., 2017). Além disso, S. lilium apresenta cuspides linguais e adota um habito
alimentar predominantemente frugivoro. Embora ndo possua adaptacfes especificas para a
nectarivoria, a espécie pode, de maneira ocasional, atuar como polinizador de determinadas
plantas (Vieira; Carvalho-Okano, 1996).

A espécie Sturnira magna é endémica da Ameérica do Sul, com distribuicdo
geogréfica que abrange o oeste do Brasil, Bolivia, Colémbia, Equador e Peru (Gardner,
2008). Entre as espécies do género Sturnira presentes no pais, S. magna é a maior,
apresentando uma pelagem que varia entre tons de amarelo, pardo e cinza (Reis et al., 2017).
Embora a espécie seja amplamente distribuida, ndo ha informacgdes disponiveis sobre sua
dieta ao longo de toda a area de ocorréncia. No Brasil, sua presenca foi registrada no estado
do Acre, conforme estudo de Nogueira et al. (1999).

Ja Sturnira tildae encontra-se amplamente distribuida na maioria dos estados,
conforme descrito por Reis et al. (2017). Embora apresente caracteristicas externas
semelhantes as de Sturnira lilium, geralmente possui um porte maior, 0 que pode ser
observado em medidas como o comprimento do antebrago, que varia entre 44 e 48 mm,
sendo ligeiramente superior ao de S. lilium (Reis et al., 2017; Simmons; Voss, 1998).
Contudo, no campo, a distin¢do entre as duas espécies pode ser desafiadora. Nesse contexto,
a morfologia das cuspides linguais dos primeiros e segundos molares inferiores revela-se um
critério taxondmico relevante. Em S. lilium, essas cuspides apresentam-se elevadas e com
entalhes profundos, enquanto em S. tildae sdo mais baixas e exibem entalhes menos

pronunciados, conforme destacado por Simmons; Voss (1998).

3.4 ASPECTOS CROMOSSOMICOS E EVOLUTIVOS DOS FILOSTOMIDEOS

A descricdo das espécies de morcegos tem se baseado principalmente em
caracteristicas morfologicas, especialmente no cranio, contudo, por se encaixarem ao grupo
de mamiferos mais antigos, a identificacdo de relacBes filogenéticas é desafiadora,
dependendo apenas de detalhes ligados & adaptacdo (Barros, 2006). Os morcegos
filostomideos experimentaram uma diversificagdo ha cerca de 35 milhdes de anos,
notavelmente, muitas espécies desse grupo se diversificaram rapidamente em um periodo
evolutivo relativamente curto, ocorrendo entre 10 e 5 milhdes de anos atrds (Amador et al.,
2018).
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A reconstrucdo da histéria evolutiva da familia Phyllostomidae tem passado por
modificacdes, especialmente nas relacbes entre suas subfamilias. Essas mudancas sdo geradas
pela répida diversificacdo e pelos significativos acimulos de mudancas adaptativas (Silva,
2020). O tamanho e a organizacdo da estrutura dentaria dos morcegos, ajustados aos seus
habitos alimentares (como frutos, insetos, pdlen ou sangue), podem refletir mais adaptacdes a
recursos alimentares especificos do que relacdes de parentesco. Dessa forma, informacoes
celulares e genéticas tornam-se fundamentais para caracterizar grupos taxondémicos e
compreender padrdes evolutivos entre e dentro das especies (Santos; Faria, 2024). Portanto, a
analise de marcadores € crucial, destacando-se os cromossdémicos, que possibilita avaliar
padrdes da evolucdo cromossdmica na ordem (Varella-Garcia Taddei, 1989).

Os morcegos desta familia possuem nimeros diploides (2n) entre 14 e 46, enquanto o
nimero de bragos cromossémicos (nimero fundamental = NF) varia de 20 a 60. As
ocorréncias mais comuns incluem 2n=32 e NF=56 (Baker, 1970). Embora o sistema simples
de determinacdo cromossémica do sexo XX:XY seja predominante em mamiferos, incluindo
morcegos, observa-se frequentemente nos Phyllostomidae um sistema multiplo XX:XY1Y2.
Nesse arranjo, Y1 representa o cromossomo Y genuino, enquanto Y2 é o homdlogo ao
autossomo translocado para o cromossomo X, que tem sido descrito nas subfamilias
Carolliinae, Glossophaginae e Stenodermatinae (Tucker, 1986). O modo predominante de
evolucdo cromossdmica é a translocacdo Robertsoniana em qualquer direcéo (isto €, fusGes
ou fissGes), de acordo com comparacdes cariotipicas baseadas em padrGes de bandas G
(Baker; Bickham, 1980). VariacGes cromossdmicas geograficas, que em muitos casos nao se
correlacionam com varia¢cfes no fenotipo, estdo sendo cada vez mais detectadas. As analises
comparativas de caridtipos utilizando varias técnicas de citogenética, permitem reconhecer
diferentes constituigcdes cariotipica que podem corresponder a polimorfismos cromossémicos,
representar citétipos distintos e restritos a determinadas localidades ou serem apenas

variantes esporadicas (Kasahara, 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO DE PESQUISA

A pesquisa experimental baseia-se em determinar um objeto de estudo e observar o
mesmo sob condicBes e varidveis que podem influencia-lo, definindo formas de controle e
observacdo dos efeitos que a varidvel produz no objeto. Possui as seguintes propriedades:
manipulacdo, controle e distribuicdo aleatéria (Gil, 2002).

4.2 AREA DE ABRANGENCIA

O estudo foi desenvolvido com dois individuos sendo um macho e uma fémea da
espécie Sturnira lilium (Figura 1) coletados em campo no municipio de Unido da Vitdria,
localizado na regido sul do estado do Parana, em uma area alterada para uso como pastagem e
piscicultura: o Centro de Pesquisas e Extensdo em Aquicultura Ildo Zago (CEPEA), o qual
esta vinculado a Universidade Estadual do Parand - UNESPAR (26°13’12.8’S e
51°07°50.9°W). A captura foi realizada utilizando redes de neblina, distribuidas em pontos
estratégicos, em seguida, os animais foram levados vivos ao laboratério de pesquisa do curso
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual do Parana, Campus de Unido da Vitoria,
identificados, protocolados com numero, sexo e origem. A pesquisa é amparada pelas
seguintes autorizacBes de coleta para finalidade cientifica: Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) N° 87088-1 e Comissdo de Etica no Uso de
Animais (Processo CEUA 2023/008) da Universidade Estadual do Parana.
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Figura 1. Espécie Sturnira lilium (E. Geoffroy, 1810), sendo seu nome popular Morcego-fruteiro.

Fonte: a autora

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 Preparac6es cromossdmicas (Ford; Hamerton, 1956)

1. Injetar na cavidade abdominal do animal 0,2 ml de solucdo de levedura glicosilada para
cada 25¢g de peso corporal;

2. Apos 24 horas injetar na cavidade abdominal do animal 0,2 ml de solugdo de colchicina
0,5% para cada 25¢g de peso corporal, deixando agir por 40 minutos a 8 horas;

3. Eutanasiar o animal com isoflurano e disseca-lo, retirando os Umeros;

4. Realizar a hipotonizacdo com cloreto de potassio (KCI) 0,075M em estufa a 37 °C por 40
minutos;

5. Proceder a pré-fixagdo com 10 gotas de fixador Carnoy (3 metanol : 1 acido acético);

6. Apds centrifugar a 1300 rpm por 8 minutos, descartar o sobrenadante e adicionar 6 mL de
fixador Carnoy;

7. Ressuspender levemente e centrifugar novamente por 8 minutos a 1300 rpm;

8. Repetir os itens 6 e 7 por duas vezes. ApOs a ultima centrifugacdo e descarte do

sobrenadante, acondicionar o material em microtubos e armazenar em freezer -20 °C;
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4.3.2 Deteccdo de Heterocromatina Constitutiva (bandas-CBG) (Sumner, 1972)

1. Lavar as laminas contendo o material celular em &cido cloridrico 0,2M a 37°C durante 15
minutos e, em seguida, lavar com agua destilada;

2. Incubar as ldaminas em solucdo de hidroxido de béario a 5%, recém preparada e filtrada, a
25°C, durante 2 minutos;

3. Mergulhar as laminas em solucédo de acido cloridrico 0,2M, lavando-as em seguida com
agua destilada;

4. Incubar em solugéo salina 2xSSC, a 50°C, durante 30 minutos;

5. Corar com solucdo de Giemsa a 5%, em tampdo fosfato com pH de 6,8 durante 15

minutos.

4.3.3 Dupla coloragdo Cromomicina A3/DAPI (Schweizer, 1980)

1. Colocar 50 pL de solucdo de Cromomicina A3 (CMAS3) (0,5 mg/mL) sobre cada lamina,
cobrir com uma laminula e deixar por 3 horas em camara escura gelada;

2. Em seguida escorrer a laminula e lavar a lamina com &gua, secando levemente;

3. Adicionar 50 pL de solucdo DAPI/Antifading 2 pg/mL sobre cada lamina, cobrir com uma

laminula e deixar por 1 dia em cAmara escura gelada antes de analisar.

4.3.4 Deteccao das Regides Organizadoras de Nucléolo (Howell; Black, 1980)

1. Sobre as preparacdes cromossomicas, coloca-se 2 gotas de solugdo de gelatina acidificada
(1%) e 4 gotas de solucdo aquosa de nitrato de prata — AgNO3 (50%), misturando levemente
com a laminula;

2. Cobre-se a lamina com uma laminula (60x20mm), mantendo-a em estufa/banho-maria a
60°C, sendo 0 tempo necessario para que 0S Cromossomos e nucleos apresentassem uma
coloragdo marrom dourada e presenca de micro bolhas;

3. Posteriormente remove-se a laminula com um jato de agua destilada, e a l1amina sera

deixada secando ao ar.

4.3.5 Hibridizacao Fluorescente in situ (FISH) (Pinkel, Straume; Gray,1986)

As sondas do rDNA 18S foram marcadas com digoxigenina por nick translation de
acordo com as instrugdes do fabricante (Roche Applied Science). A deteccédo e amplificacdo
dos sinais de hibridizacdo foram realizadas usando o anticorpo anti-digoxigenina conjugado

com rodamina (Roche Applied Science). Os cromossomos foram contracorados com DAPI e
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analisados usando o software de captura de imagem digital ZEN acoplado a um microscopio
Carl Zeiss AxioLab Al.

4.3.6 Analises Cromossémicas

As preparacdes foram analisadas em microscopio oOptico comum. As contagens
cromossOmicas e observacdes mais detalhadas foram fotografadas em microscopio de campo
claro e epifluorescéncia Carl Zeiss AxioLab Al acoplado a cAmera CCD Axiocam ICc 1 de
1,4 megapixel capturadas através do software ZEN. A montagem cariotipica foi realizada
atraves do software Photoshop® 7.0. A classificacdo cromossémica utilizada seréd a proposta

por Green; Sessions (1991) baseada na relacao de bracos cromossémicos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A coloragdo convencional mostrou que a espécie apresenta 2n=30 cromossomos. O
complemento autossdmico é constituido por 10 pares cromossomos metacéntricos (1-4, 6,
10— 14), dois pares de submetacéntricos (5 e 9) e dois pares de subtelocéntricos (7 e 8),
totalizando assim NF = 60. O cromossomo X é um subtelocéntrico de tamanho médioeo Y é
um pequeno metacéntrico (Figura 2). Tal estrutura cariotipica é similar a de outras
populacbes ja estudadas, mas com pequenas diferencas na morfologia de alguns pares,
reflexo de reposicionamentos centrémeros ocorrendo em diferentes populagdes. Os morcegos
da familia Phyllostomidae possuem 2n entre 14 e 46, enquanto o numero de bragos
cromossdmicos NF varia de 20 a 60. A estrutura cariotipica de maior frequéncia é o 2n=32 e
NF=56. (Baker, 1970).

O caridtipo ancestral proposto para a familia tem um 2n = 46, NF = 60, e apenas a espécie
Macrotus waterhousii manteve esse suposto estado ancestral (Patton; Baker, 1978; Baker,
1979). A maioria das subfamilias, por outro lado, tem um cari6tipo altamente derivado.
Portanto, é proposto que a evolucdo cariotipica entre os filostomideos pode ter levado a uma
reducdo dos nameros diploides através de eventos de fusdo céntrica (Baker, 1973), levando a
reducdo do numero diploide, mas o NF permanece o mesmo. As translocac@es sdo fendbmenos
comuns na evolucdo cromossémica dos mamiferos, particularmente as Robertsonianas, que
levam a formacdo de cromossomos com dois bragos (meta-submetacéntricos ou
subtelocéntricos) a partir da fusdo céntrica de dois elementos acrocéntricos. A atuacdo desse
tipo de translocacdo pode ser observada em toda a ordem Chiroptera, particularmente na
familia Phyllostomidae, que é intensamente estudada sob o enfoque citogenético. Quanto aos
cromossomos sexuais, Tucker (1986) descreveu o mecanismo sexual das espécies dos
géneros Vampyrops (Platyrrhinus), Chiroderma, Sturnira, Uroderma e Vampyressa como do
tipo Neo-XY. Este sistema composto teria sido derivado de fusdo entre os cromossomos Y1 e

Y2 (sistema multiplo) resultando na formagdo de um Y metacéntrico.
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Figura 2. Cari6tipo de Sturnira lilium em coloracdo convencional com giemsa, evidenciando 0s cromossomos

sexuais de exemplares macho e fémea. Barra = 10 um.
1 2 3 4 5 6
7 8 9 10 " 12
s an a. |

13 14 XY X X

Fonte: a autora

A coloracdo com nitrato de prata mapeou o rDNA 45S em S. lilium, localizando as
Regides Organizadoras de Nucléolo (RONSs) na regido terminal do braco curto do par 7, se
apresentando geralmente associadas (Figura 3A). RONS simples (apenas um par portador)
representam uma condicdo ancestral ndo s6 para a familia Phyllostomidae, mas para
vertebrados como um todo. O nimero e a localizacdo dessa familia multigénica foram
confirmados pela hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), independente da sua expressdo
génica (Figura 4). Além disso, a correspondéncia entre as regides CMA3 positivas e 0s sitios
marcados pelo nitrato de prata (Figura 3B) indicou uma predominancia de bases GC,
caracteristicas comumente presentes nas regides intergénicas das RONs (Santos et al., 2002;
Leite-Silva et al., 2003). No entanto, ha relatos de casos em que essas regides podem ser ricas

em bases AT ou ndo apresentarem nenhuma riqueza especifica (Amemiya; Gold, 1986).



22

Figura 3. Metéafases de Sturnira lilium submetidas a: (A) coloracdo com nitrato de prata, a seta indica o par 7
associado pela regido das RONs; (B) dupla coloragdo com CMA3/DAPI: regides ricas em pares de base AT

(azuis) e regides ricas em GC (verdes). Em destaque o par 7 e a composicdo molecular do locus do rDNA 45S

(setas).

Fonte: a autora

Figura 4. Hibridizacéo fluorescente in situ com uma sonda de rDNA 18S, mapeando 0s genes ribossémicos no

par 7. Barra = 10um.

Fonte: a autora

A técnica de bandamento C, conforme destacado por Noleto (2009), revela padrfes distintos
de heterocromatina, auxiliando na identificacdo de marcadores cromossémicos importantes.
Essas heterocromatinas correspondem as regifes de cromatina mais condensada, cuja
composicao de bases pode ser evidenciada por fluorocromos. Bandas heterocromaéticas foram
evidenciadas em S. lilium (Figura 5) nas seguintes regifes: (1) centrdmero e suas
proximidades de todos os cromossomos; (2) intersticial no brago longo do par 4; (3) locus do
rDNA 45S (par 7). A dupla coloragdo CMA3/DAPI evidenciou blocos GC+ em regides
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teloméricas da maioria dos cromossomos, na regido pericentromérica do cromossomo X, e

coincidente com as Regides Organizadoras de Nucléolo (par 7) (Figura 3B).

Figura 5. Cari6tipo da espécie Sturnira lilium submetido a técnica de bandamento C.

LRI R TRIRIYT
84 SN RX XX Na »»
- f

Ly - »
Y

13 14 X

Fonte: a autora

Em morcegos, a colora¢do com fluorocromos geralmente induz um padrdo de bandamento da
eucromatina e tem revelado uma composicédo diferencial da heterocromatina (Pieczarka et al.,
2001; Santos et al., 2002; Schmid et al., 2002; Leite-Silva et al., 2003; Frehner-Kavalco et
al., 2004). O grande bloco CMA3 positivo na regido pericentromérica do cromossomo X em
S. lilium, indicando uma heterocromatina diferencial, que pode ser considerada como um
marcador cariotipico para essa espécie. Este marcador cromossémico representa uma
caracteristica de alguns representantes de Stenodermatinae, particularmente do género
Artibeus (Santos; Souza, 1998; Santos et al., 2002). A dupla coloracdo CMAS3/DAPI
evidencia padrbes de bandas R (ricas em GC) com a CMA3, revelando uma coloragdo
uniforme ao longo dos cromossomos ou um fraco padrdo de bandas G (ricas em AT) com o
DAPI (Ruedas et al., 1990; Santos; Souza, 1998). As respostas diferenciais aos fluorocromos
base-preferenciais CMA3 e DAPI obtidas em S. lilium confirmam a heterogeneidade da

heterocromatina quanto a sua composi¢do nesse representante de Phyllostomidae.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A estrutura cariotipica de Sturnira lilium de uma populagéo no centro-sul do Parana
apresentou semelhancas com outras populagdes, incluindo o nimero e a localizacdo dos
genes ribossomicos 45S, além do sistema de cromossomos sexuais XX/XY. A dupla
coloracdo CMA3/DAPI revelou, entre outros sitios cromossdmicos, um bloco rico em GC no
cromossomo X, o qual representa um bom marcador para esta espécie. Isto vem de encontro a
contribuir na resolucdo de lacunas taxondmicas, as quais tém colocado Sturnira lilium como
um possivel complexo de espécies.

H& muito a se pesquisar ainda sobre o género Sturnira. O mapeamento de sequéncias
repetitivas de DNA pode ser til para explorar uma diversidade criptica, especialmente entre
grupos que parecem compartilhar uma macroestrutura cariotipica preservada, fornecendo um
nimero maior de informacGes, que vém contrariar a ideia de caridtipos conservados.
Detalhadas descri¢Ges de novas variacdes cromossémicas geograficas permitem dar coesao as
interpretacfes sobre a evolugdo cromossdémica e estabelecer hipdteses sobre a mesma.
Portanto, quantos mais dados disponiveis, 0s eventos cromossomicos envolvidos na

modelagem dos caridtipos atuais serdo melhor compreendidos.
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