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RESUMO

Os morcegos, pertencentes à ordem Chiroptera, desempenham um papel
fundamental nos sistemas ecológicos, se destacando por serem os únicos
mamíferos com capacidade de voo. A família Molossidae, à qual pertencem os
indivíduos da espécie Molossus molossus, se caracteriza pela cauda livre que se
projeta além da membrana interfemural e por glândulas odoríferas que provocam
forte odor em suas colônias. Nesta família a espécie M. molossus tem uma ampla
distribuição, do sul da América do Norte ao Uruguai, sendo morcegos
exclusivamente insetívoros. O presente estudo teve como objetivo, a partir de
marcadores cromossômicos, analisar a estrutura cariotípica da espécie M.
molossus coletada no município de União da Vitória, no centro-sul do Paraná. A
obtenção de cromossomos mitóticos foi a partir de medula óssea do osso úmero.
Técnicas convencionais de coloração e bandamento foram realizadas a fim de
melhor caracterizar a microestrutura cariotípica da espécie. A comparação dos
resultados deste estudo com cariótipos de outras populações de M. molossus
revelou uma diferença no número fundamental (NF): enquanto algumas
populações apresentam NF=64 para fêmeas e NF=63 para machos, a população
do centro-sul do Paraná exibiu um NF=61 em machos, devido ao cromossomo Y
ser do tipo acrocêntrico. O bandamento C revelou blocos heterocromáticos
restritos à região pericentromérica de todos os cromossomos, incluindo o
cromossomo Y. Este último apresenta um menor grau heterocromático em
comparação com o de outras populações. Essas variações cromossômicas
intraespecíficas sugerem que a população paranaense de
M. molossus, se apresenta estruturada e fixando certos rearranjos na ausência de
fluxo gênico com outras populações ao longo do Brasil. A técnica de coloração
com nitrato de prata identificou as Regiões Organizadoras de Nucléolo (Ag-RONs)
na região proximal do braço longo do par 9, coincidente em localização com
constrições secundárias e com heterocromatinas constitutivas. Esta localização já
foi encontrada em outras populações, representando assim um marcador
cromossômico espécie-específico. Este estudo constitui a primeira descrição do
cariótipo da espécie M. molossus no estado do Paraná. Abordagens adicionais
com marcadores mais resolutivos, incluindo o estudo molecular da porção
heterocromática do cariótipo, serão realizadas a fim de melhor aprofundar nossa
compreensão da diversidade cromossômica desta espécie em diferentes regiões
do Brasil.

Palavras-chave: Cromossomos – Heterocromatina – Morcegos Neotropicais –
rDNA



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 – Espécie M. molossus (Pallas, 1766), popularmente conhecida como

morcego da cauda-grossa. Barra= 1 cm……………………………………………….15

FIGURA 2 – Cariótipo da espécie M. molossus submetidos à coloração convencional

com Giemsa. Barra = 10 µm………………………………………………………………19

FIGURA 3 – Cariótipo da espécie M. molossus submetidos à técnica de bandamento

C, demonstrando o padrão de heterocromatina constitutiva do Par 9 portador do

rDNA 45S corado com prata (box). Barra = 10 µm………..…………………………...21

FIGURA 4 – Metáfases de M. molossus submetidos à dupla coloração com

fluorocromos. Indicado o padrão de coloração do par portador do rDNA 45S (par 9).

Barra = 10 µm……………………………………………………………………………….22



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

2n - Número Diploide

AgNO3 - Nitrato de prata

CMA³ - Cromicina A³

DAPI - 4,6-diamidino-2-fenilindol

DNA - Ácido Desoxirribonucleico 

HCl - Ácido Clorídrico

ICMBio - Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade

INPE – Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais

KCl – Cloreto de Potássio 

NF - Número Fundamental

RON – Região Organizadora de Nucléolo 

DNAr - DNA ribosomal



SUMÁRIO

1 INTRODUÇÃO........................................................................................................ 11
2 OBJETIVOS............................................................................................................14
2.1 OBJETIVO GERAL...............................................................................................14
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS................................................................................ 14
3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ..................................................................................14
3.1 BIOMA MATA ATLÂNTICA...................................................................................15
3.2 CITOGENÉTICA DE QUIRÓPTEROS COM ÊNFASE EM MOLOSSÍDEOS...... 16
4 MATERIAIS E MÉTODOS...................................................................................... 18
4.1 TIPO DE PESQUISA............................................................................................18
4.2 ÁREA DE ABRANGÊNCIA...................................................................................18
4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.....................................................................19
4.3.1 Obtenção de metáfases a partir da medula óssea............................................19
4.3.2 Detecção da Heterocromatina Constitutiva.......................................................20
4.3.3 Detecção das Regiões Organizadoras de Nucléolos........................................20
4.3.4. Dupla coloração Cromomicina A3/DAPI...........................................................20
4.3.5 Análises cromossômicas:..................................................................................21
5 RESULTADOS E DISCUSSÕES............................................................................ 21
5.1 NÚMERO DIPLOIDE E MORFOLOGIA CROMOSSÔMICA................................22
5.2 HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA.............................................................. 24
5.3 DUPLA COLORAÇÃO COM FLUOROCROMOS CMA3/DAPI........................................ 25
5.4 REGIÕES ORGANIZADORAS DO NUCLÉOLO (RONs).................................... 27
6 CONSIDERAÇÕES FINAIS....................................................................................29
REFERÊNCIAS..........................................................................................................30



11

1 INTRODUÇÃO

De acordo com Reis et al. (2007) a ordem Chiroptera, palavra derivada do

grego cheir (mão) e pteron (asa), é o grupo de mamíferos mais diversificado do

mundo . Mesmo possuindo todas as características comuns aos demais mamíferos,

são os únicos dentro da classe Mammalia com a real capacidade de voar (Reis et

al., 2007, 2017). Esta ordem abriga 21 famílias e engloba 1.460 descritas no mundo

todo (Mammal Diversity, 2023), estando distribuída em todos continentes, exceto em

algumas ilhas do Pacífico e regiões muito frias ou de altitude extrema (Hill; Smith,

1988). Atualmente no Brasil a fauna de quirópteros está representada por 181

espécies de morcegos oficialmente registradas (Garbino et al., 2022), o que

corresponde a 24.1% de todos os mamíferos do país (Abreu et al., 2021), sendo

que, ao menos 118 dessas espécies foram registradas no bioma Mata Atlântica

(Varzinczak et al., 2016; Carvalho et al., 2017). Esses mamíferos se destacam pela

deversidade em espécies e por ocuparem variados e diferentes habitats, também

pela complexidade funcional do grupo e sua importância ecológica (Flores;

Chumacero, 2010; Kunz et al. 2011). Possuem a maior plasticidade alimentar entre

todas as ordens de mamíferos, consumindo pólen, néctar, partes florais, folhas,

frutos, artrópodes, peixes, anfíbios, lagartos, aves, mamíferos de pequeno porte e

sangue (Reis et al., 2017).

A ordem Chiroptera através de dados morfométricos e comportamentais,

foi subdividida em duas subordens: Megachiroptera e Microchiroptera (Simmons,

2005). Estudos filogenéticos recentes baseados em dados morfológicos e

moleculares, reclassificaram em duas subordens a Yinpteochiroptera,

representada pelas espécies pertencentes às famílias Rhinolophidae e pela

antiga família Pteropodidae, além de Yangochiroptera, que tem como

representantes as famílias Nycteridae, Emballonuridae, Phyllostomidae,

Mormoopidae, Noctilionidae, Furipteridae, Thyropteridae, Myzopodidae,

Mystacinidae, Natalidae, Molossidae, Miniopteridae, Cistugidae e Vespertilionidae

(Teeling et al., 2005; Hutcheon; Kirsch, 2006; Fenton et al., 2014; Reis et al.,

2017). No Brasil, ocorrem nove das 16 famílias da subordem Yangochiroptera,

sendo elas: Emballonuridae, Phyllostomidae, Mormoopidae, Noctilionidae,
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Furipteridae, Thyropteridae, Natalidae, Molossidae e Vespertillionidae (Abreu et

al., 2021).

A família de morcegos insetívoros Molossidae compõem um importante

segmento da fauna de quirópteros brasileiros, com implicações ecológicas,

econômicas e sanitárias (Taddei, 1999). Constituem-se de 134 espécies no

mundo agrupadas em 21 gêneros, sendo encontradas nas regiões tropicais do

mundo (Mammal Diversity, 2023). No Brasil, a família Molossidae é representada

por 8 gêneros e 32 espécies distribuídas por todo o território (Garbino et al.,

2022). Estes morcegos são caracterizados pela cauda livre que se projeta além

da membrana interfemural e por glândulas odoríferas que provocam forte odor em

suas colônias (Reis et al., 2017). Possuem coloração marrom, preta ou cinza, os

membros inferiores são curtos e fortes, com pés estreitos, apresentam focinho

largo, orelhas são largas de tamanho e forma variáveis, há dimorfismo sexual,

uma vez que os machos são maiores do que as fêmeas (Peracchi et al., 2006).

Esses organismos são gregários e podem constituir colônias de tamanhos

variados e devido à sua dieta restrita, alimentando-se principalmente de insetos

(Silva et al., 2003), percorrendo centenas de quilômetros em busca de alimentos

(Macdonald, 2001). Os Molossidae são considerados os mais rápidos entre os

morcegos e tendem a voar bem acima da copa das árvores e fora de alcance

humano, dificultando a coleta. Por consequência, essa família não possui grande

representação em coleções científicas, tornando o conhecimento taxonômico e

ecológico escassos (Fabian; Gregorin, 2007). Morcegos desta família compõem

um importante segmento da fauna de quirópteros brasileiros, com implicações

ecológicas, econômicas e sanitárias (Taddei, 1999).

O gênero Molossus é o 3° táxon mais rico dentre as espécies da família

molossidae, possui uma distribuição essencialmente neotropical, ocorrendo do sul

dos Estados Unidos ao sul da Argentina, incluindo diversas ilhas caribenhas,

como as Grandes e Pequenas Antilhas, Antilhas Holandesas e Trinidad e Tobago

(Lopéz-González; Presley, 2001). O gênero é definido por uma série de

características anatômicas, tais como: orelhas de tamanho mediano e levemente

triangulares, antítrago arredondado e destacado da borda basal da orelha,

incisivos superiores em linha com os caninos e afilados e convergentes, lábios
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superiores lisos, sem sulcos ou verrugas, mas com uma ilhota de pelos curtos,

negros e apicalmente espatulado abaixo das narinas, crista sagital bem

desenvolvida, principalmente nos machos, e rostro obtuso (Reis et al., 2017).

Quirópteros da espécie Molossus molossus (Pallas 1766) são morcegos

exclusivamente insetívoros com ampla distribuição pelas Américas e pelo território

brasileiro (Fabian; Gregorin 2007). No Brasil, a espécie está presente em cinco

grandes biomas (Amazônia, Floresta Atlântica, Cerrado, Caatinga e Pantanal,

(Sartore et al., 2017).

Embora nos últimos anos descrições das relações filogenéticas dos

gêneros de molossídeos tenham sido propostas tanto para dados morfológicos

(Gregorin, 2000), quanto para dados moleculares (Ammerman et al., 2012),

segundo Lindsey e Ammerman (2016), a falta de dados genéticos para espécies

de Molossus são aparentes, e estudos adicionais sobre as relações filogenéticas

deste gênero, são necessários. Abordar essa carência de informações é crucial

para avançar nosso conhecimento sobre a biogeografia, evolução e diversidade

dessa família de morcegos como um todo.

Os primeiros estudos sobre cariótipos de morcegos datam da primeira

década do século XX (Bovey, 1949). Mas somente após 1956, com o

desenvolvimento de novas técnicas para obtenção de cromossomos em

mamíferos, em especial a de Ford e Hamerton (1956), no qual introduziram o uso

de colchicina seguida da hipotonização das células com citrato de sódio,

reiniciaram-se os estudos citogenéticos em morcegos. A partir daí, e com o

advento e aperfeiçoamento de novas metodologias, diversos estudos foram

publicados relativos à morfologia e número cromossômico dos quirópteros.

Apesar do grande sucesso das técnicas, apenas 21 das 875 espécies conhecidas

tiveram seus cariótipos descritos até 1965 (Baker, 1970).

No Brasil, os primeiros estudos sobre o número e morfologia dos

cromossomos de espécies de morcegos foram conduzidos por Beçak et al.,

(1968; 1969), Yonenaga (1968), Yonenaga et al., (1969) e Toledo (1973). Por volta

de 1989, apenas 25% das espécies registradas em nosso território tinham seus

cariótipos descritos a partir de espécimes capturados no Brasil (Varella-Garcia et

al., 1989), quadro que vem mudando lentamente, indicando que a quiropterofauna
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brasileira carece ainda de estudos mais aprofundados nessa área (Reis et al.,

2007).Diante do que foi exposto, o presente trabalho teve como finalidade realizar

uma caracterização cromossômica de um indivíduo macho da espécie M.

molossus de uma população do centro-sul do Paraná, no sentido de cobrir uma

escassez de estudos dessa natureza em populações paranaenses.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A partir de dados cromossômicos descrever possíveis novos padrões

cariotípicos para a espécie Molossus molossus (Chiroptera, Molossidae)

proveniente da Mata Atlântica paranaense.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Avaliar cariótipos de indivíduos da espécie M. molussus que ocorrem na

Mata Atântica centro-sul paranaense a partir de marcadores citogenéticos

clássicos e moleculares;

2. Comparar a estrutura cariotípica da população paranaense com a de outras já
descritas;

3. A partir de dados cromossômicos, acrescentar subsídios na discussão sobre

a evolução cromossômica do gênero.
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 BIOMA MATA ATLÂNTICA

A Mata Atlântica representa o terceiro maior bioma do Brasil e a segunda

maior floresta pluvial tropical do continente americano, com uma extensão original

de cerca de 1.360.000 km2, estendendo-se desde o litoral do Nordeste até o Rio

Grande do Sul e adentra o interior do continente a partir das regiões Sudeste e Sul

até a Argentina e o Paraguai (Cardoso, 2016), representando um hotspot de

biodiversidade (Ribeiro et al., 2009). Apesar de originalmente ocupar uma área

equivalente a 15% do território nacional (Brasil, 2002), atualmente, a Mata Atlântica

está reduzida a 7,84% de sua área, com cerca de 102.000 Km² (Apremavi, 2023).

Mesmo reduzida e muito fragmentada, estima-se que a Mata Atlântica possua cerca

de 20.000 espécies vegetais, ou seja, entre 33% e 36% das espécies existentes no

Brasil, o levantamento da fauna indica que a mata atlântica abriga 849 espécies de

aves, 370 espécies de anfíbios, 200 espécies de répteis, 270 de mamíferos e cerca

de 350 espécies de peixes (Campanili; Schaffer, 2010). O conjunto de diferentes

ecossistemas favorece a biodiversidade que o bioma possui (importante para a

regulação ambiental), entretanto atualmente este bioma corresponde apenas a

12.4% de sua extensão original, pois a mesma sofreu o processo de fragmentação

pela ação humana (INPA, 2023).

O bioma Mata Atlântica é formado por um mosaico de ecossistemas, com

estruturas e composições florísticas bastante diferenciadas, acompanhando a

diversidade dos solos, relevos e características climáticas. A Mata Atlântica faz parte

do bioma das florestas pluviais equatoriais, se estendendo ao longo da costa

litorânea, banhada pelo oceano atlântico e grande parte pela bacia do rio Paraná,

com temperatura média de 25ºC e precipitação ao longo. Como a formação florestal

é marcada por sua fisionomia alta e densa, com estratificação vertical, geralmente a

vegetação dos estratos inferiores vive em um ambiente úmido e menos iluminado

(Probio, 2006).

Estudos na Mata Atlântica envolvendo mamíferos revelaram que esses

animais têm seus padrões de diversidade, abundância e riqueza influenciados

negativamente pelos efeitos da fragmentação (Vieira et al. 2003; Pardini 2004;

Pardini et al. 2005, 2009). Particularmente para os quirópteros, uma variação na
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disponibilidade dos recursos em ambientes fragmentados pode alterar a estrutura da

comunidade desses animais (Schulze et al. 2000; Faria 2006). A ordem Quiróptera é

segunda maior em riqueza de mamíferos no Brasil representada por 181 espécies,

(Garbino et al., 2022), distribuídas em nove famílias (Reis et al., 2011), sendo a

Mata Atlântica o bioma com melhor estado de conhecimento para os representantes

desse grupo (Bernard et al., 2011).

3.2 CITOGENÉTICA DE QUIRÓPTEROS COM ÊNFASE EM MOLOSSÍDEOS

A citogenética compreende estudos relacionados aos cromossomos isolados

ou em conjunto, sua morfologia, função, replicação, comportamento nas divisões

celulares, sua variabilidade e evolução, e sua forma distendida ou condensada

(Guerra, 2004). Por meio dos estudos citogenéticos clássicos é possível localizar as

regiões organizadoras dos nucléolos com a impregnação com nitrato de prata

(AgNO3) (Howell; Black, 1980), demonstrar variações na quantidade e constituição

da heterocromatina constitutiva por meio do bandamento C (Sumner, 1972), bem

como identificar eventuais rearranjos cromossômicos, tais como inversões

pericêntricas, fusões/fissões cêntricas por meio do bandamento G e R (Sumner,

1990). Marcadores cromossômicos têm contribuído como ferramentas para elucidar

problemas taxonômicos, delinear relações filogenéticas entre grupos e entender

mecanismos evolutivos envolvidos na diferenciação cariotípica de morcegos (Araujo,

2016; Schmidt, 2017). Adicionalmente o estudo do cariótipo permite enfocar

problemas relativos à determinação cromossômica do sexo, mecanismos de origem

dos rearranjos cromossômicos, papel da heterocromatina constitutiva na evolução,

significado adaptativo de polimorfismos cromossômicos, papel da variabilidade

cromossômica na especiação e, até mesmo, a estrutura e dinâmica das populações

com variabilidade cromossômica (Yonenaga 1977; Reig 1984).

Entre 1968 e 1969 foram publicados os primeiros trabalhos científicos

brasileiros, mostrando grandes resultados em relação à taxonomia, morfologia e

variação cariotípica dos morcegos (Varella-Garcia; Taddei, 1989). O

desenvolvimento das técnicas citológicas tornou possível a determinação da

morfologia cromossômica, número diploide, número fundamental e pareamento de

cromossomos homólogos (Calixto, 2008; Fialho, 2009). Estas técnicas permitem



18

identificar homeologias entre cromossomos inteiros ou de apenas segmentos, bem

como demonstrar rearranjos cromossômicos surgidos ao longo do processo

evolutivo (Calixto, 2008).

A família Molossidae tem sido caracterizada por possuir cariótipos com

número diploide variando de 2n=34 a 48 cromossomos e número fundamental (NF)

variando de 54 a 64 (Warner et al., 1974; Morielle-Versute et al.,1996; Leite-Silva et

al., 2003). Os cariótipos dos representantes dos Molossidae foram basicamente

estudados após coloração convencional (Baker et al. 1982; Arroyo Nombela et al.

1986; Morielle et al. 1988; Morielle-Versute et al. 1996). As regiões organizadoras do

nucléolo (RONs) após a coloração com nitrato de prata têm sido consideradas

importantes marcadores para estudos de evolução cromossômica na ordem

Chiroptera (Volleth, 1987; Morielle-Versute; Varella-Garcia 1988; Souza; Araújo

1990; Morielle-Versute et al. 1996).
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 TIPO DE PESQUISA

O estudo experimental adota uma abordagem metodológica rigorosa,

iniciando com a formulação precisa do problema e das hipóteses, que delimitam as

variáveis exatas e controladas para o objeto estudado (Trivinos, 1987).

Essencialmente, a pesquisa consiste em identificar um objeto de estudo,

selecionar as variáveis que podem influenciá-lo e estabelecer métodos de controle

e observação dos efeitos que essas variáveis exercem sobre o objeto, no qual se

constitui com as seguintes propriedades: manipulação, controle e distribuição

aleatória (Gil, 2002).

4.2 ÁREA DE ABRANGÊNCIA

O presente estudo desenvolveu-se com um indivíduo macho da espécie

Molossus molossus (Figura 1), o espécime foi capturado no município de União da

Vitória, localizado na região sul do estado do Paraná, em uma área alterada para

uso como pastagem e piscicultura: o Centro de Pesquisas e Extensão em

Aquicultura Ildo Zago (CEPEA), o qual está vinculado a Universidade Estadual do

Paraná - UNESPAR (26°13’12.8’S e 51°07’50.9’’W).

A pesquisa é amparada pela autorização permanente de coleta ICMBio Nº

87088-1. Esse trabalho é autorizado pelo Comitê de Ética de Uso de Animal

(Processo CEUA 2023/008) da Universidade Estadual do Paraná. O indivíduo

utilizado para a realização deste estudo cromossômico está depositado na coleção

científica do laboratório da Universidade Estadual do Paraná, Campus de União da

Vitória.
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FIGURA 1 – Espécie Molossus molossus (Pallas, 1766), popularmente conhecida como morcego da

cauda-grossa. Barra = 1 cm.

Fonte: a autora

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 Obtenção de metáfases a partir da medula óssea (Ford e Hamerton, 1956):

Foi injetado fermento glicosado (na mesma proporção de duas vezes a de

açúcar) na região intraperitoneal (0,2mL a cada 25g de peso corporal); após 24 h, foi

injetado intraperitonialmente 0,2mL de solução de colchicina 0,5%, para cada 25g de

peso corporal, e ficou agindo por 40 minutos; o animal foi anestesiado com

isoflurano e após foi dissecado removendo os úmeros e a medula óssea foi

exposta, com seringa depositando em 3 a 4 ml de solução de cloreto de potássio; o

material foi centrifugado em cerca de 1000 rpm por 5 minutos e retirado o

sobrenadante; após foram introduzidos cerca de 4 ml de solução hipotônica KCL

0,075 M; O material foi incubado a 37ºC por 30 minutos; em seguida foi fixado em

metanol e ácido acético (3:1). Preferencialmente deixou-se na 1ª fixação por 2 horas

ou overnight; O passo 7 foi repetido por mais 2 vezes. Isso pôde então ser guardado

no freezer, acondicionado em microtubos, ou trabalhado conforme os seguintes

passos: Foram pingadas 3-4 gotas da suspensão obtida sobre diferentes regiões de

uma lâmina bem limpa e conservadas em álcool gelado, deixando secar ao ar. Foi

corada com solução de Giemsa diluída a 5% em tampão fosfato (pH=6,8), durante
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7-8 minutos. A lâmina foi lavada com água destilada ou água corrente e deixada

secar ao ar.

4.3.2 Detecção da Heterocromatina Constitutiva (Sumner 1972, com modificações):

As lâminas contendo o material celular foram inicialmente tratadas em ácido

clorídrico (HCl) 0,2M à 37ºC, durante 10 minutos, em seguida foi realizado a

preparação em Hidróxido de Bário Ba(OH)2 a 5%, que foi recém preparada e

filtrada, à 25 ºC, durante 2 a 3 minutos; após as lâminas foram imersas em solução

de ácido clorídrico 0,2M seguido por uma lavagem com água destilada; após foram

submergidas em solução salina 2xSSC, a 50ºC, durante 30 minutos, após esse

tempo as lâminas foram novamente lavadas com água destilada..

4.3.3 Detecção das Regiões Organizadoras de Nucléolos (Howell e Black 1980
com modificações):

Colocar, sobre as preparações cromossômicas, 3 gotas de solução de

gelatina (1%) e 6 gotas de solução aquosa de nitrato de prata (50%). Cobrir a lâmina

com uma lamínula (60 x 20 mm) e manter em estufa a 60ºC, o tempo necessário

para que os cromossomos e núcleos assumam uma coloração dourada e os

nucléolos e as RONs uma coloração quase preta (entre 3 a 5 minutos). Remover a

lamínula com água destilada corando em seguida com solução de Giemsa a 1%,

durante 1 minuto.

4.3.4. Dupla coloração Cromomicina A3/DAPI (Schweizer, 1980 com modificações)

Colocar 50 µL de solução de Cromomicina A3 (0,5 mg/mL) sobre cada

lâmina, cobrir com uma lamínula e deixar por 3 horas em câmara escura gelada. Em

seguida escorrer a lamínula e lavar a lâmina em tampão McIlvaine, lavar com água,

secando levemente. Adicionar 50 µL de solução DAPI/Antifading 2 µg/mL sobre cada

lâmina, cobrir com uma lamínula e deixar por 1 dia em câmara escura gelada antes

de analisar.
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4.3.5 Análises cromossômicas:

As preparações cromossômicas foram coradas com coloração convencional

(giemsa a 5%) e analisadas em microscópio óptico de campo claro. Análises mais

detalhadas, de metáfases consideradas promissoras, foram efetuadas em

microscópio de campo claro e epifluorescência Carl Zeiss AxioLab A1, em objetiva

de imersão. As imagens presentes neste estudo, foram capturadas através do

software ZEN, por meio da câmera CCD Axiocam ICc 1 de 1,4 megapixel acoplada

ao microscópio de campo claro e epifluorescência.

A organização e montagem cariotípica, foram realizados por meio do software

Photoshop® 7.0. A classificação cromossômica utilizada é a proposta por Green e

Sessions (1991) baseada na relação de braços: (RB): braço maior/braço menor.
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES

5.1 NÚMERO DIPLOIDE E MORFOLOGIA CROMOSSÔMICA

O indivíduo macho da espécie M. molossus analisado neste trabalho

apresentou conjunto cromossômico com número diploide igual a 48 cromossomos

(2n=48) e número fundamental igual a 61 (NF=61) devido à presença do par de

cromossomos sexuais do tipo XY. O complemento autossômico é constituído por um

par de grandes cromossomos metacêntricos (1º par), três pares de metacêntricos

médios, dois pares de submetacêntricos e 17 pares de acrocêntricos. O

cromossomo X é um metacêntrico de tamanho médio e o Y é um acrocêntrico

pequeno, (figura 2). Nosso estudo destacou uma variação distinta no número

fundamental de cromossomos dessa população paranaense, com um NF = 61,

enquanto que em populações de outras localidades, o número fundamental

encontrado consistentemente foi NF=64 para fêmeas e NF=63 para machos,

evidenciando assim a relevância das diferenças cromossômicas intraespecíficas.

Esta variação na estrutura cariotípica de M. molossus do centro-sul paranaense se

mostra reflexo de rearranjos cromossômicos que alteram a morfologia de alguns

pares sem modificar o 2n, como os reposicionamentos centroméricos pela a

atividade de elementos de transposição (Rocchi et. al., 2012).

A família Molossidae apresenta uma distribuição limitada às regiões

neotropicais, é cosmopolita e também apresenta problemática taxonômica (Gardner,

2007). Na maioria das espécies de Molossidae é encontrado um número diploide de

de 48 cromossomos. Uma variação no 2n, de 34 a 52 foi encontrado em apenas 9

espécies (Sreepada et al. 2008). A espécie M. molossus também possui o usual

número diploide de 48 cromossomos e número fundamental (NF) igual a 64, com

sistema sexual simples do tipo XX nas fêmeas e XY nos machos (Silva et al, 2003).

Em molossídeos o NF por vezes é difícil de determinar, pois vários pares podem ter

braços curtos e diminutos e, portanto, uma morfologia subtelocêntrica. No entanto, a

detecção desses braços curtos depende da qualidade da preparação cromossômica

e do nível de condensação (Leite-Silva, et al., 2003).

O indivíduo macho da espécie M. molossus analisado neste trabalho

apresentou conjunto cromossômico com número diploide igual a 48 cromossomos
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(2n=48) e número fundamental igual a 61 (NF=61) devido à presença do par de

cromossomos sexuais do tipo XY. O complemento autossômico é constituído por um

par de grandes cromossomos metacêntricos (1º par), três pares de metacêntricos

médios, dois pares de submetacêntricos e 17 pares de acrocêntricos. O

cromossomo X é um metacêntrico de tamanho médio e o Y é um acrocêntrico

pequeno (figura 2). Nosso estudo destacou uma variação distinta no número

fundamental de cromossomos dessa população paranaense, com um NF=61,

enquanto que em populações de outras localidades, o número fundamental

encontrado consistentemente foi NF=64 para fêmeas e NF=63 para machos,

evidenciando assim a relevância das diferenças cromossômicas intraespecíficas.

Esta variação na estrutura cariotípica de M. molossus do centro-sul paranaense se

mostra reflexo de rearranjos cromossômicos que alteram a morfologia de alguns

pares sem modificar o 2n, como os reposicionamentos centroméricos pela a

atividade de elementos de transposição (Rocchi et. al., 2012).



25

FIGURA 2 – Cariótipo da espécie Molossus molossus submetidos à coloração convencional com

Giemsa. Barra = 10 µm.

Fonte: a autora

5.2 HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA

O bandeamento C em M. molossus evidenciou blocos de heterocromatina na

região pericentromérica de todos os cromossomos, incluindo o cromossomo Y, o

qual se mostrou pouco heterocromático (Figura 3). Este padrão é recorrente, sendo

já descrito para várias espécies da família Molossidae (Morielle-Versute et al.,1996;

Leite-Silva et al., 2003). Entretanto, em relação ao cromossomo Y, o padrão

observado no indivíduo dessa população paranaense, revelou um nível de

heterocromatinização aparentemente menor em comparação com o de outras

populações já estudadas (Melo; Neide, 1996; Leite-Silva et al., 2003). Uma

peculiaridade do cromossomo Y em morcegos, é o fato dele ser parcial ou

totalmente heterocromático (Souza; Araújo 1990; Morielle-Versute et al., 1996;

Santos; Souza 1998a,b). Estudos adicionais são necessários para melhor entender

sobre as sequências repetitivas presentes no cromossomo Y de M. molossus: (1)

uma classe de DNA repetitivo que não responde ao bandamento C; (2) um estágio

inicial de heterocromatinização; (3) Envolvimento de elementos de transposição

silenciando genes antes ativos neste cromossomo.
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5.3 DUPLA COLORAÇÃO COM FLUOROCROMOS CMA3/DAPI

A dupla coloração com fluorocromos CMA3/DAPI mostrou uma

compartimentalização no cariótipo de regiões ricas em bases GC e AT, tanto em

regiões eucromáticas quanto heterocromáticas. Blocos GC+ se apresentaram em

regiões teloméricas da maioria dos cromossomos, coincidente com as

heterocromatinas centromérica e com as Regiões Organizadoras de Nucléolo (rDNA

45S) (Figura 4).

Os genomas nucleares principalmente de vertebrados superiores são

mosaicos isocóricos (sequências >100 kb homogêneas na sua composição de

bases), tais como as cinco famílias de isocores em mamíferos, L1, L2, H1, H2 e H3,

em contraste com os de peixes e anfíbios que se apresentam mais homogêneos

(Medrano et al., 1988). Análises fluorescentes com a dupla coloração CMA3/DAPI

tornam-se mais resolutivas quanto a composição de domínios específicos, pois a

intensidade do sinal fluorescente é otimizada devido a competição entre os

fluorocromos por regiões adjacentes.

Não somente dados do presente estudo mas outros trabalhos indicam que

grupos de cromossomos em uma dada espécie, geralmente tendem a acumular

heterocromatinas com similar tamanho, composição e localização (John et al.,

1985). Isto suporta o fato de que mudanças que afetam o conteúdo heterocromático

de um genoma não somente atuam de forma equilocal, mas também são claramente

não aleatórias. Conforme o modelo de Rabl (Schweizer et al., 1987) DNAs

repetitivos dentro de uma dada banda C podem ser transferidos para outros sítios

equilocais como consequência de uma específica disposição espacial de telômeros,

centrômeros e braços cromossômicos no núcleo interfásico. Neste contexto, a partir

de um segmento primário rico em GC, a dispersão destas sequências nessa

população de M. molossus foi realizada por mecanismos de amplificação em

concerto, incluindo conversão gênica, recombinação desigual e atividade de

transposons (Dover, 2002).

Na população de M. molossus coletada em localidades do estado de

Pernambuco, o padrão observado com fluorocromo DAPI (preferencial AT) revelou

uma coloração uniforme em todos os cromossomos do cariótipo (Leite-Silva, 2003).

Notavelmente, a heterocromatina não demonstrou variação na riqueza de GC e AT,
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ao contrário de outras espécies de morcegos descritas por Bickham (1987), Ruedas

et al., (1990) e Santos e Souza (1998a). A variação na composição das

heterocromatinas no cariótipo de diferentes populações de M. molossus, reflete um

cenário em que, sob diferentes condições ambientais e na ausência de fluxo gênico,

diferenças cariotípicas se fixaram. Portanto, colorações com fluorocromos

base-preferenciais são ferramentas promissoras no estudo da composição de

domínios cromossômicos específicos. Variações na microestrutura cariotípica de

uma espécie/população podem ser melhor acessadas, além de utilizadas como

marcadores específicos (Noleto, 2009).

FIGURA 3 – Cariótipo da espécie Molossus molossus submetidos à técnica de bandamento C,

demonstrando o padrão de heterocromatina constitutiva. Par 9 portador do rDNA 45S corado com

prata (box). Barra = 10 µm.

Fonte: a autora
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FIGURA 4 – Metáfases de Molossus molossus submetidos à dupla coloração com fluorocromos.

Indicado o padrão de coloração do par portador do rDNA 45S (par 9). Barra = 10 µm.

Fonte: a autora

5.4 REGIÕES ORGANIZADORAS DO NUCLÉOLO (RONs)

A coloração com nitrato de prata tem sido considerada um marcador

importante para o estudo da evolução, permitindo o mapeamento do rDNA 45S,

conhecido como Regiões Organizadoras do Nucléolo (RONs). A variação no número

e localização das RONs desempenhou um papel na evolução cromossômica dos

molossídeos (Leite-Silva et al., 2003). Embora a evolução cromossômica em

Molossidae seja geralmente caracterizada por conservadorismo intra e intergenérico,

variações têm sido detectadas nos gêneros Molossops e Eumops (Warner et al.,

1974; Leite-Silva et al., 2003). No presente estudo foi possível evidenciar esta

família multigênica em região proximal do par acrocêntrico 9 (Figura 3 - box), cujo

par também apresentou uma banda heterocromática adjacente ao locus do rDNA

45S (Figura 3 - setas). Este par portador (grande acrocêntrico) é observado em

outras populações de M. molossus, o que indica ser um bom marcador

cromossômico para a espécie, embora outros autores o localizaram em diferentes

pares, possivelmente eles representam pares homeólogos (Morielle-Versute et
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al.,1996; Leite-Silva et al., 2003;). A dinâmica cromossômica da localização das

RONs pode ser o resultado de rearranjos intercromossômicos, como translocações

e/ou eventos de transposições mediados por elementos de transposição (Ferro et

al., 2018; Deon et al., 2022).

Adicionalmente as RONs se mostraram GC+ conforme a dupla coloração

CMA3-DAPI. A correlação de RONs com sequências ricas em GC é comumente

relatada em morcegos (Santos e Souza, 1998b) e, se dá em virtude dos genes

ribossômicos estarem continuamente sendo expressos (genes housekeeping)

(Pendás et al., 1993).
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Apesar de algumas espécies de molossídeos serem mais comuns, o grupo

taxonômico tem pouca representação e dados limitados sobre suas relações

filogenéticas. Portanto, análises cromossômicas podem gerar informações para

melhor esclarecer relações e fornecer insights sobre a evolução desse grupo de

morcegos. À medida que conduzimos o primeiro estudo cariotípico em uma

população paranaense de M. molossus, observamos o surgimento de novos

padrões cariotípicos, os quais oferecem novas perspectivas sobre a relação dessas

variantes com o ambiente. Esta relação entre a dinâmica evolutiva da

microestrutura cromossômica e a localização geográfica pode ser determinada por

características ambientais únicas que favoreceram uma organização cariotípica

ideal.

Os resultados do presente estudo, baseados nos marcadores empregados,

já indicaram certa diversidade na estrutura cromossômica e variabilidade genômica

de Molossus molossus. Nesse sentido, é crucial a necessidade de abordagens

mais detalhadas e direcionadas. Estudos adicionais, como o mapeamento de

certas famílias de DNA repetitivo no cariótipo das espécies, principalmente aquelas

localizadas no cromossomo Y, são fundamentais para desvendar os complexos

processos que vêm moldando os cariótipos dos molossídeos.
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