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RESUMO

Trachops Gray, 1847 (Chiroptera: Phyllostomidae) ¢ um género monotipico de morcegos
carnivoros, com apenas Trachops cirrhosus (Spix, 1823) reconhecida atualmente. Existem trés
subespécies que ocupam grande parte da regido Neotropical, ocorrendo do sul do México a
Nicaragua (7. c. coffini), da Costa Rica ao sudeste e nordeste brasileiro (7. c. cirrhosus) e do
sul do Brasil a Bolivia (7. c. ehrhardti). Embora o género tenha origem antiga, ca. 17 milhdes
de anos atras, fosseis de 7. cirrhosus sdo escassos e relativamente recentes, datando do
Pleistoceno Tardio e Holoceno. No que diz respeito a taxonomia, estudos filogeograficos
anteriores levantaram a hipotese de especiacdo criptica no género. O principal objetivo do
presente estudo foi investigar a diversidade de Trachops ao longo de sua distribui¢do
geografica, integrando andlises moleculares, morfoldgicas e ecoldgicas para compreender a
taxonomia do género. Utilizei o conceito de espécie de Linhagem Geral e critérios operacionais
baseados em: 1) monofiletismo nas filogenias moleculares com base em trés marcadores
mitocondriais e um nuclear; 2) divergéncia morfométrica com andlise de Normal Mixture
Models e caracteres morfologicos discretos; 3) divergéncia de nicho ecoldgico, por meio de
modelagem e teste de identidade de nicho. Além disso, a filogeografia de Trachops também
foi reanalisada utilizando redes de haplotipos e estimativas de tempo de divergéncia para se
compreender os padrdes de distribuicdo das linhagens genéticas e testar status subespecifico.
Os resultados mostram que 7Trachops deve ser dividido em 2 espécies: 7. ehrhardti, monotipico
e T. cirrhosus, com 2 subespécies (7. c. cirrhosus e T. c. coffini). As analises filogenéticas
apontaram para a existéncia de 7 linhagens geograficamente estruturadas de Trachops com
divergéncias genéticas > 5%. Dentre essas, a linhagem da por¢do sul da Mata Atlantica (7.
ehrhardti) apresentou-se como a mais divergente, separando-se do grupo irmao (7. cirrhosus)
ha cerca de 7 milhdes de anos. A arvore coalescente de espécies reforga a ideia de que essas
duas grandes linhagens sejam espécies distintas, embora o suporte estatistico para 7. cirrhosus
seja relativamente baixo na arvore de genes. As andlises morfométricas indicam dois
agrupamentos de Trachops em relacdo ao tamanho: um maior e outro menor. Embora essa
diferenca seja significativa, ela ndo ¢ conspicua, possivelmente devido a grande distribui¢ao
geografica de 7. cirrhosus e, portanto, a existéncia de formas intermediarias. Trachops
ehrhardti da Mata Atlantica e T. c. coffini da América Central tém dimensdes similares, mas
apresentam diferencas morfoldgicas qualitativas. Trachops c. cirrhosus ¢ maior, apresentando
variagdo clinal de tamanho, e o Panama parece ser a zona de contato com 7. c. coffini. Os

modelos de nicho ecoldgico dos trés tdxons mostraram areas de adequabilidade distintas



principalmente para 7. ehrhardti. O teste de sobreposicao de nicho revelou maior sobreposi¢ao
entre 7. ehrhardti e T. c. coffini, do que entre T. ehrhardti e sua vizinha T. c. cirrhosus,
sugerindo que a semelhanca entre os nichos pode estar atuando para manter as semelhangas em
tamanho. Além disso, o teste de identidade de nicho corroborou a singularidade dos nichos
para cada tdxon. Langcando mao desses resultados, fica clara a distingdo genética, ecologica e
morfométrica entre 7. ehrhardti e T. cirrhosus. Trachops ehrhardti mostra pouco
compartilhamento de haplétipos e diversificagdo apenas durante o Pleistoceno. Ja T. cirrhosus
tem alta diversidade haplotipica e valores de FST esperados para populagdes panmiticas,
embora contenha 6 linhagens geograficamente estruturadas. A origem do género parece ter
sido na América do Sul, uma vez que T. c. coffini teve sua origem ha 2,96 milhdes de anos
atras, coincidindo com a data mais recente proposta para o fechamento do Istmo do Panama.
A linhagem de de T. cirrhosus com maior distribuicdo geografica ocupa varios biomas da
América do Sul, incluindo a Mata Atlantica do nordeste brasileiro ¢ Amazonia. As diferencas
floristicas atuais entre as por¢des norte e sul da Mata Atlantica e todas as interagdes bioticas e

abidticas envolvidas podem representar barreiras ecoldgicas para as duas espécies de Trachops.

Palavras-chave: espécies cripticas, filogeografia, morfometria, modelagem de nicho ecologico.



ABSTRACT

Trachops Gray, 1847 (Chiroptera: Phyllostomidae) is a monotypic carnivorous bat, with only
Trachops cirrhosus (Spix, 1823) currently recognized. There are three subspecies that occupy
a large part of the Neotropical region, occurring from southern Mexico to Nicaragua (7. c.
coffini), from Costa Rica to the southeast and northeast of Brazil (7. c. cirrhosus) and from
southern Brazil to Bolivia (7. c. ehrhardti). Although the genus has an ancient origin, ca. 17
million years ago, fossils of the species are scarce and relatively recent, dating to the Late
Pleistocene and Holocene. Regarding its taxonomy, genetic studies have raised the hypothesis
of cryptic speciation in the genus, but no work integrating different data matrices has been done
to date. The main goal of the present study was to investigate the diversity of Trachops along
its geographic distribution, integrating molecular, morphometric and ecological analyses, to
understand the taxonomy of the genus. I used the General Lineage species concept and
operational criteria based on: 1) monophyly in the molecular phylogenies based on one nuclear
and three mitochondrial markers, morphometric divergence with analysis of Normal Mixture
Models, and ecological niche divergence, through ecological niche modeling and niche identity
test. In addition, Trachops phylogeography was also revisited using haplotype networks and
divergence time estimates to understand the distribution patterns of genetic lineages. Results
show that Trachops should be divided into 2 species: T. ehrhardti, monotypic, and 7. cirrhosus,
with 2 subspecies (7. c. cirrhosus e T. c. coffini). The phylogenetic analyses pointed to the
existence of 7 geographically structured lineages with genetic divergences > 5%. Among these,
the southern Atlantic Forest lineage (7. ehrhardti) was the most divergent, separating from its
sister group (7. cirrhosus) about 7 million years ago. The coalescent species tree reinforces the
idea that these two main lineages comprise distinct species, although statistical support for 7.
cirrhosus is relatively low in the gene tree. Morphometric analyses also point to the existence
of 2 forms of Trachops: large sized and small sized. Although this difference is significant, it
is not conspicuous, possibly due to the large geographic range of 7. cirrhosus and, therefore,
to the existence of intermediates. Trachops ehrhardti of the Atlantic Forest and 7. c. coffini
from Central America are of similar size, but show morphological differences. Trachops c.
cirrhosus is larger, showing clinal size variation, and Panama seems to be the contact zone with
T. c. coffini. The niche overlap test revealed greater overlap between 7. ehrhardti and T. c.
coffini, than between T. ehrhardti and its neighbor T. c. cirrhosus, suggesting that the similarity
between niches may be acting to maintain similarities in size. In addition, the niche identity

test corroborated the uniqueness of the niches for each taxon. Using these results, the genetic,



ecologic, and morphometric distinction between 7. ehrhardti and T. cirrhosus is clear.
Trachops ehrhardti shows little haplotype sharing, and diversification only during the
Pleistocene. Trachops cirrhosus has high haplotypic diversity and FST values are expected for
panmitic populations, although comprising 6 geographically structured lineages. The origin of
the genus seems to have been in South America, given that 7. c. coffini originated 2.96 million
years ago, coinciding with the most recent estimate for the closure of the Isthmus of Panama.
The broadest ranged lineage of 7. cirrhosus occupies several biomes of South America,
including the Atlantic Forest of northeastern Brazil. The current floristic differences between
the southern and northern Atlantic Forest and all biotic and abiotic interactions involved may

represent ecological barriers for the two species of Trachops.

Keywords: cryptic species, phylogeography, morphometrics, ecological niche modeling.



APRESENTACAO

Trachops cirrhosus (Spix, 1823) ¢ a unica espécie do género Trachops Gray, 1847
(Chiroptera, Phyllostomidae, Phyllostominae) reconhecida atualmente. Sua distribuicao
geografica ¢ ampla, abrangendo a maior por¢do da regido Neotropical, de onde a familia
Phyllostomidae ¢ endémica. Hé registros de 7. cirrhosus desde o sul do México as Guianas,
Trinidad, Equador, sul da Bolivia até o sudeste e sul do Brasil (Simmons 2005). Sao
reconhecidas trés subespécies (Gardner 2007) (figura I): Trachops cirrhosus cirrhosus (Spix,
1823), da Costa Rica ao nordeste brasileiro, passando pelo norte do Equador, Bacia Amazoénica,
Brasil Central e parte do sudeste; Trachops cirrhosus coffini (Goldman, 1925) do México a
Nicaragua; e Trachops cirrhosus ehrhardti Felten, 1956, com distribui¢do conhecida para a
porcdo sul do Brasil e Bolivia (Jones & Carter 1976) (Figura II). Trachops fuliginosus Gray,

1847, cuja localidade-tipo ¢ Pernambuco, Brasil, ¢ um sinénimo junior de 7. c. cirrhosus

(Williams & Genoways 2007).

Figura I. Trés subespécies de Trachops cirrhosus reconhecidas atualmente: (A) 7. c. coffini
(cortesia da foto por J. A. Soto-Centeno), (B) T. c. cirrhosus e (C) T. c. ehrhardti (cortesia das

fotos por R. Novaes).
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Figura II. Distribuicdo geografica das subespécies de Trachops cirrhosus modificado de
Cramer et al. (2001): (1) T. fuliginosus, (2) T. c. coffini, (3) T. c. ehrhardti e (4) T. c. cirrhosus. As

localidades-tipo estdo indicadas por circulos pretos.

Quanto a dieta, 7. cirrhosus ¢ classificada como carnivora, se alimentando de insetos,
lagartos, anuros, pequenos mamiferos (Peracchi et al. 1982, Williams & Genoways 2007) e
péssaros (Bonato et al. 2004). E comumente associada aos ambientes com baixos niveis de
distarbio ambiental, assim como os demais filostomineos (Fenton et al. 1992). No Brasil,
ocorre em quase todos os biomas, a exce¢ao dos Campos Sulinos (Paglia et al. 2012) e pode
ser encontrado em areas de floresta primaria (Ferracioli et al. 2017) e secundaria (Brosset et al.
1996; Rodrigues et al. 2004), mas geralmente ¢ capturada em elevagdes até 500 m. Embora
estudos sugiram que T. cirrhosus tenha uma éarea de vida de cerca de 5 km? (Bernard & Fenton

2003; Jones et al. 2017), ndo ha estudos sobre o deslocamento da espécie.
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Embora Cramer et al. (2001) afirmarem ndo haver fosseis reconhecidos para Trachops
cirrhosus, Eshelman & Morgan (1985) relatam um registro fossil em Tobago cuja data ¢ incerta
entre o Pleistoceno tardio e o Holoceno. Atualmente, a espécie estd extinta nessa ilha, mas
ainda ocorre em sua vizinha Trinidade. Outro exemplar f6ssil de 7. cirrhosus foi encontrado
no norte da Venezuela em um poco de piche de data aproximada ao Pleistoceno tardio
(Czaplewski et al. 2005). Hoffmann et al. (2008) sugerem que o género tenha divergido de
Macrophyllum por volta de 17 Ma, no Mioceno.

A histoéria taxonomica de Trachops cirrhosus ¢ marcada por mudangas e equivocos que
sdo completamente compreensiveis, dado que no século XIX e primeira metade do XX, os
acessos as colecdes bioldgicas e as publicagdes cientificas eram extremamente restritos,
especialmente quando comparamos aos dias atuais. A espécie foi primeiramente descrita como
parte do género Vampyrus em 1823 no conhecido trabalho de Spix, no qual ele descreveu outras
14 espécies de morcegos, além de outros mamiferos do Brasil, sem saber que o epiteto genérico
jé& estava ocupado pelo que hoje conhecemos como Vampyrum Rafinesque, 1815. Spix ndo
designou um hol6tipo nem mencionou a localidade precisa onde o espécime foi coletado. No
entanto, Schinz (1844) assinalou a localidade para a provincia do Para, no Brasil, com base na
latitude que Spix (1823) descreveu em seu trabalho.

Vampyrus cirrhosus foi descrito como sendo congénere de Vampyrus bidens e
Vampyrus soricinus (Spix, 1823), hoje sindnimos-junior de 7Tonatia bidens e Carollia
brevicauda, respectivamente (Williams & Genoways 2007). O género Vampyrus foi descrito
previamente para Vespertilio spectrum Linnaeus, 1758, atualmente conhecido como
Vampyrum spectrum (Linnaeus 1758) e ndo poderia alocar as espécies que Spix descreveu por
apresentarem caracteristicas muito distintas aquela (Cuvier 1827). Numa tentativa de resolver
esse problema, Gray (1825) propds manter Vampyrus apenas para a espécie de Linnaeus e

dividir as espécies de Spix em dois novos géneros, sendo um deles Istiophorus, incluindo
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Vampyrus, e Tonatia. Entretanto, Istiophorus ja estava ocupado por um género de Osteichthyes
e Agassiz (1847) o nomeou Histiophorus, no que Williams & Genoways 2007 chamaram de
“uma emenda injustificada” para a designacdo invalida anterior.

Finalmente, em 1847, Gray descreveu o género Trachops e a espécie Trachops
fuliginosus, baseado em duas fémeas coletadas no estado de Pernambuco (Brasil), cujo hol6tipo
estd depositado no National History Museum, Londres, Reino Unido (e-catalogue NHMUK
3621149). O autor cita a espécie descrita por Spix, embora com diferente grafia e com
referéncia a prancha de primatas (“Vampyris cirrhosum, Spix, Vesp. Braz., t. xxvi. fig. 3”), e
faz a seguinte observagdo: “evidentemente pertence ao mesmo género, se de fato ¢ diferente da
espécie descrita acima”. A partir de entdo o género passa a ser utilizado e Trachops fuliginosus
passa a ser eventualmente considerado sindnimo-junior de Trachops cirrhosus (e.g. Dobson
1878).

Phyllostoma angusticeps Gervais 1856 foi descrito com base no holo6tipo coletado na
Bahia (Brasil), o qual foi depositado na cole¢@o de zoologia da Universidade de Montpellier,
Franga (CHI-073-001). Embora tenha sido tratada como sindnimo-junior de Phyllostomus
discolor até recentemente, Arroyo-Cabrales et al. (2016) reanalisaram o hol6tipo e concluiram
que Phyllostoma angusticeps € o mesmo taxon que Trachops cirrhosus e, portanto, o primeiro
nome um sindénimo junior.

Outro sinoénimo de 7. cirrhosus, Tylostoma mexicana Saussure 1860, foi descrito para
as “regides quentes do México”. Em duas publicagdes independentes, erros na grafia levaram
a sinonimia de Trachyops (Peters 1865; Trouessart 1878) com Trachops.

Algumas décadas depois, Goldman (1925) descreveu Trachops coffini (holétipo no
National Museum of Natural History, Smithsonian Institution, Washington, Estados Unidos,
USNM 244266) para a regido de “Guyo”, Peten (Guatemala). Aqui nos deparamos com um

equivoco no que diz respeito a localidade-tipo. De la Torre (1956) ndo encontrou tal localidade
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em Peten durante sua visita e acreditou haver algum possivel erro de grafia. Ao receber uma
carta de um colaborador, Dr. Stuart, o qual conhecia o coletor Harry Malleis, foi informado de
que talvez o desconhecimento da lingua espanhola pudesse ter conduzido a um erro ortografico.
Com auxilio de colaboradores e lancando mao do mapeamento da regido de amostragem de
Malleis, De la Torre (1956) redefiniu a localidade-tipo de 7. coffini para El Gallo, 8 milhas
oeste de Yaxha, Peten, Guatemala. Felten (1956a), além de descrever Trachops cirrhosus
ehrhardti, de Santa Catarina (Brasil) — hol6tipo no Senckenberg Museum Frankfurt (SMF), na
Alemanha, catalogado sob o nimero SMF11716 — também altera o nivel taxondmico de 7.
coffini e a considera uma subespécie de 7. cirrhosus (Felten, 1956b).

Cramer et al. (2001) consideram a localidade-tipo de 7. c. cirrhosus como Pernambuco,
Brasil, adotando essa informag¢do com base em Trachops fuliginosus. No entanto, Husson
(1962) ja havia chamado aten¢ao para esse problema, uma vez que a indicacao de Schinz (1844)
tem prioridade, e reforgou que a localidade-tipo de T. cirrhosus e, consequentemente de 7. c.
cirrhosus, é no Para, Brasil.

No que diz respeito a diagnose, 7. cirrhosus ¢ comumente descrito como um morcego
de tamanho médio (antebrago 58—65 mm e comprimento do cranio 27-31 mm), presenca de
multiplas verrugas ao redor dos labios, folha nasal serrilhada nas bordas, cauda de comprimento
até¢ a metade do uropatagio e calcaneo de tamanho aproximado ao do pé (Williams & Genoways
2007). Segundo Cramer et al. (2001), a espécie ¢ facilmente diferenciada de outros
Phyllostominae por possuir dois pares de incisivos inferiores, enquanto Tonatia, Mimon e
Chrotopterus tém um; e trés pares de pré-molares inferiores ao invés de dois como em
Phyllostomus. Além disso, Trachops possui o segundo premolar inferior (p2) bastante
reduzido, quando comparado ao p3, e os autores ressaltam que o posicionamento do p2 na face
lingual ¢ um carater que diferencia o género entre os cranios de Lonchorhina e Phylloderma.

Trachops cirrhosus possui 2n=30 (NF=56) e o cromossomo X ¢ subtelocéntrico em individuos
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de Chiapas, México (Baker 1967), mas acrocéntrico em individuos de Pernambuco (Barros et
al. 2009) e do Amazonas (Silva 2016), Brasil, podendo indicar varia¢ao entre as subespécies

T. c. coffini e T. c. cirrhosus, respectivamente.

Estudos prévios de filogeografia em morcegos Neotropicais (Ditchfield 1996; Clare et
al. 2007, 2011; Clare 2011), utilizando matrizes de dados moleculares, levantaram a
possibilidade de Trachops cirrhosus compreender mais de uma espécie. A principal motivacao
desse trabalho €, portanto, testar a hipotese de que Trachops cirrhosus trata-se de um complexo
de espécies cripticas lancando mao do uso de dados morfologicos e de marcadores moleculares
com taxas de evolucdo e padrdes de heranca discrepantes. Espécimes de populagdes de
diferentes biomas da América do Sul devem ser comparados aos das Américas Central e do
Meéxico a fim de se entender se a ocupacdo de ambientes tdo distintos durante um intervalo de
tempo relativamente grande teria ocasionado mudangas evolutivas significativas a ponto de
serem caracterizadas espécies diferentes de Trachops. Neste sentido, pergunta-se: as
subespécies atualmente reconhecidas ou outros conjuntos de populagdes geograficamente
delimitadas representam linhagens evolutivas que podem ser consideradas espécies? Quais os

padrdes de distribuicdo intra e/ou interespecificos encontrados no género?

Dessa forma, este trabalho serd apresentado em formato de artigo cientifico e tem dois
principais objetivos: (1) caracterizar a diversidade de Trachops cirrhosus com base em
matrizes de dados genéticos e morfoldgicos, com amostragem de ampla distribui¢do geografica
e abarcando as trés subespécies reconhecidas atualmente para testar a hipdtese de que hd mais
de uma espécie no género e (2) investigar os padroes filogeograficos e histéricos que se

apresentam em Trachops.
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Taxonomia integrativa revela diversidade criptica

em Trachops cirrhosus (Chiroptera, Phyllostomidae)

Artigo a ser submetido a revista Journal of Mammalogy
1. INTRODUCAO

Espécie ¢ a unidade fundamental da biodiversidade, fazendo a conexdo entre areas da
biologia micro e macro evolutiva (Ridely 2006). Darwin (1859) afirmou que, apesar de
nenhuma defini¢do de espécie ter satisfeito a todos os naturalistas, cada qual saberia, ao menos
vagamente o que reconhece como uma espécie. Hoje, quase 160 anos depois, ainda ndo ha
consenso sobre um conceito unificador para espécie nos diversos campos da biologia.
Conceitos de espécie sdo frequentemente confundidos com critérios operacionais para se
identificar essas unidades (e.g. Cracraft 1983; Mallet 1995; Baker & Bradley 2006), ao invés
de qualifica-las filosoficamente. Incontaveis sdo os debates sobre como definir uma espécie
tanto conceitualmente quanto operacionalmente (e.g. Hey 2006; Rapini 2004; Zander 2007;
Mallet 2010). Um desses debates envolve a ideia de que cada defini¢do moderna de espécie €
uma varia¢do de um conceito de linhagem geral (de Queiroz 1998), no qual diz que espécie ¢
o segmento de uma populagdo com linhagem evolutiva independente. Segundo de Queiroz
(1998), conceitos de espécie trazem esta ideia explicita ou implicitamente e, portanto, adotar o
conceito de linhagem geral seria uma forma pratica e simples de resolver o problema
relacionado a defini¢do de espécies.

Os critérios para delimitagdo de espécies estdo vinculados as ferramentas utilizadas para
entender a variagdo dentro do objeto de estudo. Uma abordagem integrativa, utilizando
diferentes fontes de dados e metodologias, tem se mostrado necessaria para a compreensao dos

limites entre essas entidades, dada a complexidade da biologia de uma espécie, além de elevar
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o nivel de confiabilidade no reconhecimento de um novo tdxon (Dayrat 2005; Pante et al.
2015).

Em se tratando de espécies cripticas, i.e. espécies que foram classificadas sob um tinico
nome mas que sao pelo menos superficialmente indistinguiveis por morfologia (Brickford et
al. 2007), identificar os limites interespecificos ¢ ainda mais desafiador. Para contornar esse
problema, ferramentas ecoldgicas (e.g. modelagem de nicho ecologico em Glor & Warren
2011) e moleculares tém sido utilizadas como complementacdo a morfologia tradicional e t€ém
auxiliado na compreensao dos niveis de variagdes em populagdes naturais que ndo podem ser
diferenciadas aplicando-se o tradicional critério de morfoespécie aristotélico e lineano
(Cronquist 1978). Estudos filogeograficos tém levado ao questionamento de especiagdo
criptica em espécies de ampla distribui¢do geografica, quando mudangas genéticas ndo sao
acompanhadas por mudangas fenotipicas (Paupério et al. 2012). Aliada as matrizes moleculares
multi-loci, a utilizagdo de novas abordagens para acessar a diversidade morfoldgica e ambiental
pode ser o caminho para reconciliar as diferencgas na delimitacdo das espécies (Raxworthy et
al. 2007; Hickerson et al. 2010; Glor & Warren 2011; Florio et al. 2012; Barley et al. 2013)

Nesse contexto, Trachops Gray, 1847 ¢ um género monotipico de morcego
filostomideo (Chiroptera, Phyllostomidae) com apenas 7. cirrhosus (Spix, 1823) valida
atualmente, apesar de terem sido descritas outras espécies e subespécies ao longo do tempo.
De ampla distribui¢ao na regido Neotropical, 7. cirrhosus ocupa regides de altitudes inferiores
a 500 m desde o sul do México ao sul do Brasil (Cramer et al. 2001), ocorrendo em diferentes
biomas e habitats, mas geralmente associado as florestas (Fenton et al. 1992). Duas das trés
subespécies reconhecidas atualmente, ocorrem em areas restritas da distribuicdo: ao norte,
Trachops cirrhosus coffini (Goldman, 1925), e ao sul, Trachops cirrhosus ehrhardti Felten,

1956, da distribui¢do, com Trachops cirrhosus cirrhosus (Spix, 1823) intercalado entre ambas.
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Andlises filogenéticas de T. cirrhosus baseadas no gene mitocondrial citocromo b (cit-
b), indicaram cinco clados, cujas divergéncias moleculares variaram entre 5,5-11%,
representando amostras desde Honduras na América Central ao sudeste do Brasil na América
do Sul (Ditchfield 1996). Esses niveis de divergéncia genética podem indicar complexos de
espécie e sdo 10 vezes maiores que aqueles encontrados em outros morcegos da mesma familia
e de distribuicdo geografica similar, como Artibeus lituratus e Carollia perspicillata
(Ditchfield 2000). Num estudo recente, Clare 2011 encontrou nove linhagens mitocondriais
distintas de 7. cirrhosus distribuidas entre a Guiana e o México. Nesse mesmo estudo, o
marcador nuclear ligado ao cromossomo Y (Dby) apresentou baixas taxas de substituicao e ndo
foi informativo para essa espécie (Clare 2011), embora tenha resgatado relagdes dentro de

outras espécies de morcegos neotropicais.

A estruturacdo filogeografica de 7. cirrhosus ¢é clara ao nivel mitocondrial, ainda que
com grandes lacunas na amostragem, mas as variacdes morfologicas e ecologicas nunca foram
antes investigadas. Trés principais hipoteses foram testadas neste estudo: (1) Trachops
compreende apenas uma espécie, como ¢ reconhecida atualmente, com alta diversidade
intraespecifica; (2) as subespécies atualmente reconhecidas representam linhagens evolutivas
que podem ser consideradas espécies; (3) cada linhagem mitocondrial poderia representar uma
espécie distinta distinguiveis tambéfm por outras matrizes de dados. Desse modo, utilizei uma
abordagem que integra investigacdo multi-loci, morfometria classica ¢ modelagem de nicho

ecoldgico (ENM) para testar a diversidade dessa espécie ao longo da distribuigao.

Os resultados do presente estudo mostram que Trachops deve ser dividido em duas
linhagens reconhecidas ao nivel de espécie: Trachops ehrhardti, monotipico e T. cirrhosus,
com duas subespécies (7. c. cirrhosus e T. c. coffini). Essa nova nomenclatura serd utilizada e

discutida ao longo do texto, sob a luz dos resultados apresentados.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostragem molecular e sequenciamento

Foram utilizadas amostras de tecidos de 160 individuos obtidos por meio de empréstimos
de 10 colegdes, correspondendo a amostragem das trés subespécies reconhecidas, compreendendo
amostras do México ao sudeste do Brasil de 82 localidades. Sequéncias depositadas no Genbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) foram utilizadas, contribuindo para o aumento de 132
individuos na amostragem para o citocromo c oxidase I (COI), 1 para o citocromo b (cit-b) e 2
para o Gene Ativador da Recombinacdo 2 (RAG2) (Dados amostrais disponiveis em:
https://github.com/bsf07/Defesa.git). Para os demais marcadores, ndo foi possivel acessar a
localidade das poucas sequéncias depositadas na plataforma online (somente 1 sequéncia de dois

marcadores) e ndo foram, portanto, consideradas nas analises.

As extracdes de DNA foram realizadas a partir de amostras de tecidos hepaticos ou
musculares utilizando o protocolo de extragdo de DNA total seguindo a técnica
SDS/NaCl/Proteinase K (Bruford et al. 1992). As Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCR) foram
preparadas para clonar fragmentos de oito marcadores moleculares, sendo 3 mitocondriais e 5
nucleares. Foram amplificados os seguintes fragmentos: COI, cit-b, regido controladora do DNA
mitocondrial (D-loop), intron 7 do B-Fibrinogénio (B-fib), intron 9 da Proteina cinase C lota type
(PRKCI), Tirotropina (THY), Transdutor de Sinal e Ativador da Transcricio 5SA (STATS5A) e
RAG?2. As reagdes para cada marcador tiveram volume final de 15 pL, contendo cerca de 40 ng
de DNA molde, 0,3 uM de cada iniciador (tabela 1), 1,5 a 2,5 mM de MgCl,, 160 a 200 uM de

dNTP, 0,5 unidade de Platinum® Taq DNA polimerase (Invitrogen), 1x tampao de reagdo.

Foi utilizado o método de purificacdo dos produtos de PCR com polietilenoglicol 8000 a

20% e NaCl 5 M, adaptado ao protocolo de Sambrook (2001). O equipamento ABI 3500® (Applied
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Biosystems) foi utilizado para sequenciar os segmentos de DNA selecionados e as reagdes de
sequenciamento foram realizadas com o kit para sequenciamento BigDYE® (Thermo Fisher
Scientific), seguindo protocolo sugerido pelo fabricante. As reacdes de sequenciamento foram
unidirecionais para o COI. Apds analise inicial de 287 individuos deste marcador (155 sequéncias
obtidas neste trabalho e 132 do GenBank), foram selecionadas amostras dos principais clados
encontrados na filogenia para dar continuidade ao sequenciamento dos demais marcadores. Outros
seis marcadores moleculares também foram sequenciados na direcao forward, e apenas o STATSA
foi sequenciado em ambas as dire¢des. Toda a metodologia foi realizada no Nucleo de Genética
Aplicada a Conservacgdo da Biodiversidade (NGACB) da Universidade Federal do Espirito Santo

(UFES).

As sequéncias foram visualizadas e alinhadas no Geneious® 9.0.5 (Biomatters) utilizando
o algoritmo MUSCLE (Edgar 2004). O teste de grau de saturacdo de bases nucleotidicas foi
conduzido no R 3.3.2 (R Core Team 2016), utilizando o pacote ape (Paradis et al. 2004) e as
distancias genéticas p ndo corrigidas, dentro de e entre cada clado, foram calculadas para cada

marcador no programa Mega 7 (Kumar et al. 2016).

Quatro marcadores nucleares apresentaram polimorfismo muito reduzido e as filogenias
recuperadas ndo mostraram quaisquer relagdes entre os individuos amostrados (dados ndo
apresentados) e baixa propor¢do de sitios varidveis. Portanto, os marcadores PRKCI, 3-fib, THY
e RAG2 ndo foram sequenciados para incorporar a matriz concatenada. Sendo assim, a matriz
alinhada de marcadores combinados foi composta por 2341 pb do cit-b, do COI, do D-loop e do

STATSA (tabela 1).
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2.2 Reconstrucoes filogenéticas

O modelo evolutivo HKY+G foi selecionado pelo jModeltest 2.1 (Guindon & Gascuel
2003; Darriba et al. 2012) para cada marcador independentemente. Para a analise combinada de
todos os marcadores, foi usado o PartitionFinder 1.1 (Lanfear et al. 2012) que selecionou o modelo

HKY+G e a parti¢do unica dos dados através do critério de informagao Bayesiano (BIC).

Tabela 1. Localiza¢ao dos oito marcadores moleculares utilizados em Trachops neste estudo, tamanho da

sequéncia alinhada, propor¢ao de sitios variaveis e pares de iniciadores utilizados e suas respectivas referéncias.

Marcador Alinhamento (pb) Sitios variaveis (%) Pares de iniciadores Referéncia
Mitocondrial

Cit-b 793 25,72 MVZ05 e MVZ16 Smith & Patton, 1993
COI 657 23,74 LCO1490 e HCO2198 Folmer et al., 1994
D-loop 430 22,56 EleL0 Douzery & Randi, 1997; Huchon, 1999
Nuclear

B-fib 680 5,44 BI17-rod2 e BI7U-2 Porter et al. 2007
PRKCI 315 0,97 BatPKa e BatPKb Eick et al. 2005
RAG2 583 0,34 RAG2F1 e RAG2F2  Bakeretal., 2000
STATSA 461 26,6 BatSTATa e BatSTATDb Eick et al. 2005
THY 483 3,52 BatTHYa e BatTHYb  Eick et al. 2005

Todos os alinhamentos usados para essas analises continham os grupos externos Tonatia
saurophila Koopman & Williams, 1951 e Carollia perspicillata (Linnaeus, 1758), cujas
sequéncias  foram  obtidas no  GenBank (Dados amostrais  disponiveis em:
https://github.com/bsf07/Defesa.git). Para cada marcador molecular e para a analise de todos os
marcadores combinados, as filogenias foram reconstruidas pela inferéncia bayesiana (IB) e por

maxima verossimilhanga (MV).
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As filogenias bayesianas foram estimadas por meio do programa MrBayes 3.2.6
(Huelsenbeck & Ronquist 2001; Ronquist & Huelsenbeck 2003) na plataforma CIPRES

(https://www.phylo.org/portal2), utilizando 10 milhdes de geragdes para 2 corridas de 4 cadeias

independentes de Markov Monte Carlo (MCMC). As cadeias foram amostradas a cada 1.000
geracgdes e o burnin de 25% foi aplicado. As filogenias de MV foram inferidas no programa Garli
0.94x (Zwickl 2006), por meio de 5 milhdes de geragdes, 100 pseudo-réplicas de bootstrap e a
arvore consenso da maioria (majority-rule) foi obtida no PAUP 4.0a (Swofford 2002). As
filogenias  resgatadas foram  visualizadas e editadas no FigTree 1.4

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

A andlise para estimar a arvore coalescente foi implementada como um método adicional
para se compreender a ancestralidade entre as linhagens candidatas as diferentes espécies
utilizando o software BEAST 2.5 e o pacote *BEAST2 (Ogilvie et al. 2017). Essa analise foi
estimada utilizando o conjunto de dados de trés marcadores, com a exclusdo do D-loop devido as
caracteristicas do marcador, o qual ¢ mais comumente utilizado em analises intraespecificas. A
matriz concatenada conteve os marcadores cit-b, COI e STAT5A, onde os loci mitocondriais
tiveram o modelo de sitio ligados, uma vez que o DNA mitocondrial ¢ herdado como uma unidade.
O método MCMC com 50 milhdes de geragdes e amostragem a cada 5000 foi implementado e o
resultado foi analisado no Tracer 1.5, no qual foi verificado o estabelecimento da fase estaciondria
das cadeias quando os valores de tamanho efetivo da amostra (ESS) para todos os parametros eram
superiores a 200. As 10 mil arvores resultantes foram visualizadas no DensiTree 2.2.6 (Bouckaert

& Heled 2014).
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2.3 Morfologia

Foram medidos 1.093 cranios de espécimes adultos das 3 subespécies reconhecidas
atualmente. Os holdtipos de 7. ehrhardti e T. c. coffini foram analisados, entretanto, ndo ha
holotipo designado para 7. c. cirrhosus. Os espécimes analisados (Dados amostrais disponiveis
em: https://github.com/bsf07/Defesa.git) estdo depositados em 25 colegdes cientificas. Dez
medidas foram aferidas: maior comprimento do cranio (GLS), comprimento condilo-incisivo
(CIL), largura entre caninos (CB) largura do arco zigomatico (ZB), largura do mastoide (MB),
largura interorbital (POC), largura da caixa craniana (BBC), comprimento da série de dentes

maxilares (CM3), largura entre molares superiores (M3M3), altura do cranio (SH).

Algumas estruturas cranianas danificadas ndo puderam ser medidas para alguns cranios e
dados perdidos ndo sdo permitidos em algumas anélises (e.g. Andlise de Componentes Principais).
Para preencher os valores perdidos, foi escolhido o pacote MICE utilizando o método predictive-
mean matching (pmm) (Buuren & Groothuis-Oudshoorn 2011), no qual amostras aleatdrias sdo
atribuidas a partir de uma série de valores observados. Os conjuntos de dados foram agrupados por
localidades para restringir os valores a serem estimados, evitando assim, possivel viés dos dados
uma vez que a ampla distribuicdo geografica poderia demonstrar grande variagdo de tamanhos.
Individuos que tinham menos de 70% das medidas aferidas foram descartados da andlise, e a matriz
final compreende 10 medidas de 818 espécimes: 7. ehrhardti (n=35), T. c. coffini (n=185) e T. c.

cirrhosus (n=598).

Para visualizar a variagdo dos caracteres morfométricos, foi conduzida a Andlise de
Componentes Principais (PCA), para resumir as tendéncias gerais de variagdo de tamanho dentro

do conjunto de dados global tratado como uma amostra unica. O dimorfismo sexual foi testado
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para cada taxon separadamente realizando-se analise de varidncia (ANOVA) para comparar

machos e fémeas utilizando os valores da PC1.

Como explicado por Chang (1983) e refor¢ado por Cadena et al. (2017), os componentes
principais que apresentam os maiores autovalores, ndo necessariamente explicam a maior
variabilidade dos dados. Desse modo, a analise de normal mixture model (NMM) também foi
realizada para se testar possiveis agrupamentos morfométricos (Cadena et al. 2017). O pacote
mclust (Scrucca et al. 2016) utiliza algoritmos de expectation-maximization para testar a
possibilidade de formacao grupos em dados com distribui¢ao gaussiana. Foi testada a formagao de
1 a 9 grupos com base nas seguintes hipdteses: (1) ha apenas uma espécie de Trachops, como ¢
reconhecida atualmente; (2) cada subespécie pode corresponder a uma espécie diferente de
Trachops; e (3) pode haver até nove espécies de Trachops, correspondentes as nove linhagens
genéticas de Clare (2011). Previamente a esta analise, o teste de Shapiro-Wilk foi realizado para

testar a normalidade dos dados. Todas as analises foram conduzidas na plataforma R.

Adicionalmente a morfometria, cranios de 358 espécimes adultos de ambos os sexos foram
analisados a olho nu ou sob microscopio estereoscopico em busca de caracteres qualitativos que

pudessem diferenciar as subespécies 7. c. cirrhosus e T. c. coffinii.

2.4 Modelagem de nicho ecoldgico (ENM)

Para estimar areas de adequabilidade ambiental, a modelagem de nicho ecoldgico para
Trachops foi baseada em 19 varidveis climaticas (Apéndice 1) atuais do WorldClim e uma de
altitude, todas com resolugdo de 30” (aproximadamente 1 km?). Os pontos de ocorréncia com

informagdes de coordenadas decimais foram obtidos em trés diferentes fontes: na plataforma
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VertNet (http://vertnet.org/), na literatura e por meio de dados nao publicados gentilmente cedidos
por pesquisadores (Dados amostrais disponiveis em: https://github.com/bsf07/Defesa.git). Como
critério de ocorréncia, foram considerados apenas pontos com material testemunho registrado em
colegdes zooldgicas. Do total de 1.760 pontos iniciais de ocorréncia, o pacote dismo (Hijmans et
al. 2011) removeu as duplicatas e elegeu 556 pontos de ocorréncia unicos, dos quais 511 foram
selecionadas utilizando o pacote spThin (Aiello-Lammens et al. 2015), na plataforma R, para
eliminar os pontos equidistantes em at¢ 1 km, restringindo-se, assim, a um ponto de ocorréncia por
quadrante da varidvel com o propoésito de evitar viés na analise devido a falsa atribuicdo de peso

dos pontos de ocorréncia.

Trés particdes foram selecionadas para testar os modelos de distribuicdo com base nos
resultados das analises moleculares e morfologicas: (1) 7. ehrhardti, (2) T. c. coffini com inclusio
dos individuos da Costa Rica e (3) T. c. cirrhosus. A selecdo do background foi realizada para
cada parti¢do utilizando-se a ferramenta de buffer no QGIS 2.18 (QGIS Development Team 2016)
e informacgdes disponiveis sobre a ecologia da espécie ou de espécies proximas. Embora a area de
vida de T. cirrhosus seja estimada para aproximadamente 5 km? (Bernard & Fenton 2003; Jones
et al. 2017), essa medida € pouco provavel de refletir a capacidade de mobilidade dos individuos
da espécie. Assim, foi utilizado buffer de 150 km? em cada ponto de ocorréncia a fim de extrapolar
a estimativa da capacidade de mobilidade atribuida a Artibeus lituratus (Esbérard et al. 2017),

pertencente a mesma familia, e evitar subestimativa de nicho para Trachops.

As predigdes foram calculadas utilizando modelo de presence-background no MaxEnt
3.4.1 (Phillips et al. 2006) com 100 replicagdes de bootstrap e a desempenho preditivo dos modelos
foram acessadas usando a area sob a curva (AUC), na qual valores acima de 0,8 sdo caracteristicos

de modelos de desempenho elevado (Swets 1988). Os modelos resultantes da anélise foram

30



transformados em rasters de presenga e auséncia no QGIS 2.18 e o limiar de minimum training

presence foi aplicado para cada modelo por ser o mais conservativo.

Foram realizados testes de sobreposicao de nicho ecoldgico e de identidade de nicho para
avaliar a semelhanga entre os trés modelos no ENMTools 1.3 (Warren et al. 2010). O primeiro
compara as areas adequadas entre os modelos gerados pelo MaxEnt entre as parti¢des e o segundo
testa a hipotese de que os modelos gerados de duas ou mais parti¢des sdo mais diferentes do que
o esperado se eles fossem desenhados ao acaso. Em ambas as andlises, o grau de similaridade ¢
calculado usando dois indices: estatistica D de Schoener e estatistica / de Hellinger (Warren, Glor
& Turelli 2008), variando de 0 (auséncia de sobreposi¢ao/similaridade de nichos) a 1 (total

sobreposi¢do/similaridade de nichos).

Adicionalmente, foi testado se poderia haver barreira ou drea de baixa adequabilidade climatica
entre a populacdo da Mata Atlantica sul e os demais individuos por meio do teste de ruptura de
area (range-breaking test) utilizando a ferramenta “blob” no ENMTools. Este teste ¢ indicado
quando ha duas populagdes ou duas espécies alopatricas cuja barreira entre elas parece ndo ser
linear. A analise agrupa pares aleatorios de pontos de ocorréncia das duas populagdes testadas,
selecionando um ponto inicial ao acaso e expandindo até que se tenha 0 mesmo nimero de pontos
de ocorréncia da menor populacdo inicial para cada pseudoreplicata (total = 100), desenhando o

menor poligono possivel ao redor desses pontos.

2.5 Conceito de espécie e critérios operacionais para delimitacido de espécies

Neste estudo foi utilizado o conceito unificador de Linhagem Geral (de Queiroz 1998), o qual

postula que a unica propriedade conceitual necessaria de uma espécie ¢ que existam linhagens
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evoluindo separadamente. Os critérios operacionais para delimitagdo de espécies foram baseados
em cada tipo de dados: (a) monofiletismo nas analises filogenéticas (Mishler & Theriot 2000); (b)
distingdo fenotipica morfologica e/ou morfométrica (Sokal & Crovello 1970); (c) divergéncia de
nicho na modelagem de nicho ecoldgico (Van Valen 1976; Funk et al. 2006). No presente estudo,
utilizei também o conceito de subespécie, definida como sendo uma unidade que apresenta grande

concordancia entre conjuntos de caracteres geograficamente estruturados (Patton & Conroy 2017).

2.6 Analises filogeograficas e datacio molecular

Os haplotipos para os marcadores mitocondriais foram identificados no DnaSP 6.12
(Librado & Rozas 2009) e as relagdes hierarquicas ndo enraizadas foram visualizadas na rede de
haplotipos gerada no NETWORK 5 (Rohl 2000), pelo algoritmo median—joining (Bandelt et al.
1999). O indice de fixagdo (FST) foi calculado no Arlequim 3.5.2.2 (Excoffier et al. 2010) pela

analise de varidncia molecular (AMOVA).

A estimativa de tempo de divergéncia foi feita no BEAST 2.5 (Bouckaert et al. 2014),
utilizando a matriz de dados combinados, composta pelos marcadores moleculares cit-b, COI e
STATSA, totalizando 1915 pares de base (pb) de 60 individuos. O modelo calibrado de Yule foi
selecionado como prior para o reldgio relaxado com distribui¢cao log normal ndo-correlacionado.
O monofiletismo foi for¢ado tanto para os pontos de calibragdo quanto para o n6 dos dois clados
mais inclusivos de Trachops, a fim de se manter a topologia da arvore gerada pela andlise

bayesiana para todos os quatro marcadores.

Foram utilizados 5 pontos de calibracdo, com distribuicdo normal (Ho & Phillips 2009),

cujas médias das datas foram selecionadas de estudo prévio, baseadas em registro fossil, para
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datagdo de morcegos da familia Phyllostomidae (Datzmann et al. 2010). Os pontos de calibracao
correspondem ao ancestral comum mais recente (ACMR) entre Desmodontinae, Carolliinae,
Stenodermatinae, Glossophaginae e Phyllostominae (32 Ma); ACMR entre Carolliinae,
Stenodermatinae, Glossophaginae e Phyllostominae (29 Ma); ACMR entre Stenodermatinae,
Glossophaginae e Carolliinae (27 Ma); ACMR entre Stenodermatinae e Carolliinae (22 Ma);
ACMR entre Tonatia e Trachops (25 Ma). O desvio padrao para cada n6 foi calculado respeitando
o intervalo de confianga (IC) de 95%. Corridas de MCMC com 100 milhdes de geragdes e com
amostragem a cada 10 mil foram implementadas. O resultado foi analisado no Tracer 1.5, no qual
foi verificado o estabelecimento da fase estacionaria das cadeias quando os valores de ESS para
todos os parametros eram superiores a 200. O programa Logcombiner 2.5.0 (Bouckaert et al. 2014)
foi utilizado para combinar as arvores das trés analises independentes, que foram realizadas a fim
de se evitar subamostragem, e o burnin de 25% foi aplicado. A arvore sumarizada foi obtida no
Treeanotator (Bouckaert et al. 2014), a qual foi visualizada no FigTree e no R foi inserida a escala

cronoldgica utilizando o pacote phyloch 1.5 (Heibl 2008).
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3. RESULTADOS

3.1 Reconstrucdes filogenéticas

De um modo geral, as topologias das arvores resultantes das analises de IB e MV foram
concordantes tanto para as analises individuais dos marcadores quanto para a combinada, que
recuperando as relagdes mais profundas com probabilidade posterior igual ou superior a 95% e
bootstrap acima de 70% para as 7 linhagens com divergéncias genéticas > 5%. Tratam-se
inicialmente de 2 grandes grupos mais inclusivos: um formado por 7. ehrhardti na Mata Atlantica
centro-sul e outro formado por 7. cirrhosus contemplando individuos da Mata Atlantica do
nordeste brasileiro ao México. Esse ultimo clado ndo apresentou suportes estatisticos altos
(bootstrap=54% e probabilidade posterior=91%), mas aqui sera considerado como um grupo com
as devidas explicagdes nas secdes seguintes. Este grupo compreende 6 filogrupos conforme
mostrado na figura 1: 7. c¢. coffini, incluindo as amostras do México a Costa Rica, e cinco clados
de T. c. cirrhosus — Istmo do Panama (PI), no Panama e Guarico, Venezuela (inico grupo cuja
distancia genética foi menor que 5%, a ser discutido adiante), noroeste da Amazonia (NWAm)
(Equador, Venezuela e Amazodnia brasileira), sudoeste da Amazonia (SWAm) (Peru e Amazonia
brasileira); Escudo das Guianas (GS) e leste da Amazonia (EAm) (Figura 1). Deve-se notar que o
clado T. c. coffini faz parte de um clado mais inclusivo, que abrange varias linhagens distintas de
T. c. cirrhosus, fazendo com que essa ultima subespécie seja parafilética, mas que apresentam uma
concordancia entre conjuntos de caracteres estruturados ao longo de sua distribuicdo. Esses
resultados, aliados a divergéncia genética e variagdo morfoldgica (conforme resultados
apresentados a seguir), reforcam a ideia de que essas duas formas (7. c. coffini e T. c. cirrhosus)

sdo subespécies e ndo espécies distintas (vide discussdo abaixo).

34



Embora haja proximidade geografica entre alguns pontos amostrais de diferentes
linhagens, a simpatria ndo foi detectada com base nesse conjunto de dados. Na Guiana, por
exemplo, a menor distancia entre individuos dos clados GS e EAm ¢ de apenas 8§ km em linha reta
e na bacia Amazonica, individuos dos clados SWAm ¢ GS estdo distantes cerca de 50 km, mas

sem confirmag¢do de simpatria ou sintopia em ambos 0s casos.

Os filogrupos recuperados por cada marcador molecular individualmente (Apéndice 2)
apresentaram algumas diferengas em relacdo a arvore de dados concatenados. Para o COI, foram
recuperados 7 clados com alto suporte estatistico, sendo os mesmos recuperados na analise da
matriz concatenada. A filogenia do cit-b recuperou 6 desses sete clados (apenas o clado PI ndo foi
recuperado por esse marcador). Embora esses 2 marcadores tenham apresentado maior
estruturagdo para os grupos terminais nas filogenias do que os outros marcadores nao-codificantes,
as relagdes mais profundas entre esses grupos ndo foram resolvidas. Para o marcador nucelar
STATSA, um clado composto por todos os individuos amostrados na Mata Atlantica (incluindo
tanto 7. c. cirrhosus do nordeste quanto 7. ehrhardti do centro-sul) foi recuperado em ambos os
critérios de otimizacao com alto suporte estatistico. Além disso, o clado T. c. coffini foi recuperado
com 79% de valor de bootstrap e com probabilidade posterior de 93%. J4 a filogenia do D-loop
recuperou clados estruturados localmente: individuos de localidades préximas do Para (Brasil), do
Amapa (Brasil), de Madre de Dios (Peru) e de Ronddnia (Brasil), de Napo e de Orellana (Equador),
de Orange Walk (Belize) e de Peten (Guatemala), de Caiena (Guiana Francesa), o clado T.

ehrhardti na Mata Atlantica centro-sul, ¢ SWAm (elucidado adiante).

As distancias genéticas entre esses grupos para cada marcador apontaram divergéncias de
4,2% (entre T. c. coffini e T. c. cirrhosus PI) a 9,7% (entre T. ehrhardti e T. c. cirrhosus NWAm)

para o COI. Para o cit-b, esses valores foram semelhantes — 4,6% (entre 7. c. coffini e T. c.
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cirrhosus PI) a 10% (entre 7. ehrhardti e T. c. cirrhosus SWAm) — enquanto para o D-loop esses
numeros variaram de 1,8% (entre 7. c. cirrhosus NWAm e GS) a 5,6% (entre 7. ehrhardtie T. c.
cirrhosus SWAm). Utilizando o STATSA, as distancias evidenciaram 7. ehrhardti como o grupo
mais divergente de todos os demais (0,28% a 0,32% — T. c. cirrhosus GS), em contraposi¢ao as
distancias entre dos demais grupos (0,0% a 0,12%). As distancias, principalmente entre espécimes
dos dois grandes clados — 7. ehrhardti e T. cirrhosus — sdo equivalentes aquelas observadas ao

nivel interespecifico, sendo um indicativo de essas duas formas serem duas espécies distintas.

A arvore de espécies também reforca a hipotese de que 7. ehrhardti e T. cirrhosus sio
espécies distintas e as topologias das 10 mil arvores geradas nessa andlise ndo apresentaram
conflitos no que diz respeito da separacdo desses grupos (Figura 1B), diferentemente de quando
testada para as trés subespécies. As distdncias genéticas entre essas espécies mostraram
divergéncias de 8%, 9%, 5,1% e 0,3% para os marcadores COI, cit-b, D-loop e STAT-5A,

respectivamente.
3.2 Morfologia

Trachops cirrhosus apresentou diferengas de tamanho entre machos e fémeas (p < 0,002),
embora inconspicuas, enquanto 7. ehrhardti ndo apresentou dimorfismo (p=0,5614) (Apéndice 3).
Analises de componentes principais demonstraram grande varia¢do no conjunto de dados, sendo
que trés variaveis de comprimento (CIL, GLS, CM3) e trés de largura (ZB, MB, M3M3)
apresentaram valores muito similares e foram as mais representativas para o primeiro componente
(PC1 =73,1%). Ja as variaveis de largura POC e BBC foram as que mais contribuiram para o PC2
(7,0%). Nota-se também que os caracteres contribuiram para a variagdo no mesmo sentido,

sugerindo que a PC1 ¢ relacionada ao tamanho e a PC2 a forma (Figura 2).
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Ha grande sobreposi¢do no espago morfométrico de uma maneira geral, mas fica claro que
T. c. coffini e T. ehrhardti possuem cranios de menor tamanho, quando comparados a 7. c.
cirrhosus, que apresenta o maior grau de variagdo no espaco morfométrico, estando de acordo com
sua ampla extensdo geografica, incluindo individuos desde o Panama até e nordeste brasileiro na
América do Sul. Também ¢ claro que os individuos de 7. c. cirrhosus do Escudo das Guianas (GS)

possuem cranios notadamente maiores.

Em termos morfoldgicos, notam-se certos caracteres conspicuos no cranio e nos dentes
(Figura 3). Quando comparados com 7. c. cirrhosus do norte e do oeste da América do Sul, nota-
se que, em vista lateral, o angulo ¢ acentuado entre o rostro e a caixa craniana em 7. c. coffini e
menos acentuado em 7. c. cirrhosus. No que diz respeito a morfologia dentaria, o pl em 7. c.
coffini possui uma forma caracteristica, que parece ser particular desta subespécie apenas quando
associado a caracteristica anterior. Além disso, o m1 apresenta o paraconideo mais desenvolvido
em 7. c. coffini do que em T. c. cirrhosus e pode apresentar o p3 deslocado para a face labial e ndo

para a face lingual como em T. c. cirrhosus.

Essas caracteristicas dentérias, quando combinadas ao dngulo da caixa craniana em relagdo
ao rostro, sdo eficientes caracteres diagnosticos entre 7. c. coffini e T. c. cirrhosus., Individuos da
Costa Rica apresentam caracteres morfologicos e tamanho craniano mais similares a 7. ¢. coffini,
ao contrario do esperado pela distribuicdo conhecida e individuos do Panama apresentam

caracteres de 7. c. coffini e de T. c. cirrhosus em frequéncias proporcionalmente iguais.

De acordo com observagdes na morfologia craniana citadas acima, parte dos individuos do
Panamé se assemelha a T. c. coffini e parte a T. c. cirrhosus. Dados moleculares indicam que o
grupo de 7. c. cirrhosus do PI ¢ irmdo de T. c. coffini e o grupo de T. c. cirrhosus do NWAm ¢

irmao desse clado, apresentando perceptivel ligacdo do Panamé com a América do Sul. No gréafico
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resultante da PCA (figura 2) essa gradagdo morfométrica entre as formas da América Central e da
América do Sul ¢ também visivel. O clado de T cirrhosus apresenta, portanto, uma variagao clinal
em tamanho, com individuos menores na América Central e maiores na América do Sul, com o

Panama na zona de contato contendo individuos das duas formas.

Os testes de agrupamento com base em NMM apontaram que a existéncia de dois grupos
morfoldgicos € o cendrio mais provavel para Trachops, rejeitando as hipoteses de que podem

existir até nove grupos morfoldgicos ou apenas um (Figura 4).

Nota-se também que o modelo com trés agrupamentos selecionado pelo algoritmo € o
segundo cenario mais provavel, entretanto, quando parti¢do com as trés subespécies ¢ testada, esta
¢ considerada ainda menos provavel que a particio gerada pelo modelo. Em geral, Trachops
mostra-se em formas menores nos extremos da distribuicdo (7. ehrhardti e T. c. coffini) e no centro
em formas maiores (7. c. cirrhosus) (Figura 5). Além disso, alguns individuos de T. c. cirrhosus

sdo menores, sendo, portanto, classificados no grupo de individuos menores (p < 0,05).

Espécimes de T. ehrhardti ficaram divididos entre os grupos morfométricos pequeno e
grande. Diferentemente das amostras do Panama (n=112, 13,7% da amostragem total), que

também apresentaram frequéncia mista, este grupo possui apenas 35 individuos (4,3% do total).

Por fim, os métodos utilizados para explorar os dados morfométricos apontam indicios de
existéncia de dois grupos, mas nao claramente definidos ou concordando inteiramente com os
resultados filogenéticos. Ainda que as diferencas sejam significativas (p < 0,05) em todos os
cenarios, identificagdes apenas por meio de morfometria, especialmente em areas de possivel

simpatria entre as duas espécies, necessitam de aten¢do devido a grande sobreposi¢do observada.
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3.3 Modelagem de nicho ecoldgico (ENM)

Os modelos de distribui¢ao (Figura 6) foram significativos para cada um dos trés taxons: T.
ehrhardti (AUC=0,979), T. c. coffini (AUC=0,955) e T. c. cirrhosus (AUC=0,845). Para T. c.
coffini (Figura 6C), foram encontradas areas de maior adequabilidade nas terras baixas da América
Central, parte do Escudo das Guianas e na por¢do central da floresta amazonica, caracterizando
areas propicias disjuntas evitando as terras altas dos Andes e seu entorno. Areas de maior
adequabilidade para T. c. cirrhosus (Figura 6B) incluem o norte da Mata Atlantica (a partir do
extremo nordeste do estado da Bahia) as terras baixas e imidas da América Central, com areas
menos propicias também na area de terras altas dos Andes, no Brasil Central e na area propicia a
T. ehrhardti. Ja para Trachops ehrhardti (Figura 6A), o modelo indica areas isoladas em ilhas de
adequabilidade ao longo da distribuicao conhecida para 7. cirrhosus. No que diz respeito a Mata
Atlantica, a area de maior adequabilidade encontra-se ao sul da distribui¢do e outra do nordeste do
estado da Bahia ao sul do Alagoas sendo a regido entre o extremo sul e o extremo nordeste da
Bahia uma grande area de baixa adequabilidade climatica. Para cada um dos trés taxons a altitude
se apresentou como uma variavel de grande contribui¢do para o modelo de distribuicao, cuja maior

adequabilidade ¢ observada em areas de elevagcdo mais baixa.

O teste de sobreposicao de nicho identificou maior sobreposicao entre 7. c. coffini e T. c.
cirrhosus (D=0,5786; 1=0,8593) do que entre 7. c. cirrhosus e T. ehrhardti (D=0,3302; I=0,6255),
com T. c. coffini e T. ehrhardti tendo sobreposicao intermediaria (D=0,4469; I=0,7468). Os valores
das estatisticas / e D para o teste de identidade de nicho foram maiores do que os valores empiricos
(Figura 7), indicando que os nichos ndo sdo mais idénticos do que o esperado para um conjunto
aleatorio. Os indices para cada comparagdo desse teste apresentaram valores significativos (p <

0,001).
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Figura 3. Variagdo dos caracteres morfologicos em (A) T. c. coffini (AMNH 129086) ¢ (B) T. c. cirrhosus
(AMNH 209349). Da esquerda para direita, pode-se observar diferengas no angulo entre o rostro e a caixa

craniana, no formato do p1 e no desenvolvimento do paraconideo do m1 e no deslocamento lingual ou labial do

p3.
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Figura 4. Anélise de agrupamento pela metodologia de normal mixture models. A esquerda, o teste de hipoteses de
formagdo de um a nove grupos morfométricos. Os circulos representam as estimativas do modelo. O tridngulo se
refere ao teste de hipotese utilizando a taxonomia atual, uma espécie, ¢ o triangulo invertido se refere ao teste
utilizando as trés subespécies, reconhecidas atualmente, como parti¢des. A direita, a separagdo em dois grupos

morfométricos, indicados pelas barras, utilizando a taxonomia atual de Trachops cirrhosus.
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Os valores de / e D para o teste de quebra de barreira geografica para 7. cirrhosus e T. ehrhardti
foram significativos (p <0,0001 em ambos os casos), sugerindo que hd uma transicdo de ambientes
tanto entre as porgdes sul e norte da Mata Atlantica quanto também a oeste deste bioma, criando

regides de quebra geografica entre as espécies.

Tabela 2. Médias e desvio padrao de cada variavel craniana, em milimetros, para cada taxon de Trachops.

T. c. cirrhosus T. c. coffini T. ehrhardti
Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho
CIL 2594 +0,68 26,12+0,72 24,82+0,34 25,11+0,39 24,86+0,39 24,94+0,34
GLS 29,14+0,77 29,38+0,79 2794+0,44 28,27+0,42 28,23+0,48 28,06+0,40
ZB 14,48+ 0,45 14,61+050 13,59+0,24 13,7+0,26 13,85+0,25 13,77 +0,27
MB 13,69+0,35 13,8+0,40 13,04+0,21 13,13+0,22 13,3+0,25 13,27 + 0,19
POC 5,28 +0,18 53+0,18 5,06 +0,12 5,06 +0,13 5,13+0,20 5,06 + 0,15
BBC 11,53+0,28 11,6+0,30 11,27+0,22 11,44+0,28 11,48+0,20 11,48+0,24
cM3 10,67+0,30 10,75+0,30 10,09+0,22 10,2+0,20 10,14+0,16 10,19%0,17
M3mM3 10,18+0,32 10,23+0,33 9,61+0,21 9,68+0,17 9,83+0,23 9,83+0,24
CcB 6,23+0,24 6,31+0,26 5,75+0,15 5,87 +0,15 582+0,17 587+0,15
SH 17,78+0,60 17,9+0,63 16,86 + 0,43 16,94+0,38 16,87+0,34 16,75+0,37

3.4 Consideracoes filogeograficas

Foi encontrada alta diversidade haplotipica (Hd=0,9875) no DNA mitocondrial e as
relacdes entre os tdxons de Trachops pode ser visualizada na rede de haplotipos (Figura 8). Embora
T. cirrhosus e T. ehrhardti tenham apresentado valores de FST esperados para populacdes
panmiticas (0.08479 e 0.14053, respectivamente), e observou-se estruturacdo geografica em

Trachops, com 97% de compartilhamento de haplétipos entre localidades proximas (i.e até 50 km
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em ambas as espécies) e apenas 3% dos haplotipos apresentando compartilhamento entre
localidades distantes em 7. cirrhosus. Neste ultimo caso, os haplotipos 2 (entre amostras do
Pernambuco e da Paraiba no Brasil) e 43 (entre amostras de Upper Takutu-Upper Essequibo, na
Guiana, e Sipaliwini e Coeroeni no Suriname) apresentam compartilhamento entre cerca de 140 e

300 km, respectivamente.

Quando observamos a distribui¢cdo dos filogrupos por florestas tropicais umidas (Figura 1),
notamos que o filogrupo EAm compreende a Amazdnia, a Mata Atlantica, além de duas regides
de ecdtonos: uma no Pantanal/Cerrado brasileiro e uma no Parque Nacional Noel Kempff
Mercado, o qual é composto na maior parte por floresta amazonica, mas também compreende uma
complexidade de ambientes desde savanas inundadas a “campo cerrado” (Killeen & Schulenberg
1998). Pode-se observar também que populacdes da regido do Escudo das Guianas estdo

distribuidas em diferentes clados na filogenia.

A estimativa de tempo de divergéncia (Figura 1D) indica uma média de divergéncia entre
Trachops e Tonatia de 25,55 Ma, durante o Oligoceno. As duas espécies de Trachops divergiram
por volta de 7,03 Ma (5,04-7,75), entre o0 Mioceno Tardio e o Plioceno. Embora as mostras de 7.
ehrhardti terem um ACMR no Pleistoceno tardio, Trachops cirrhosus tem um ACMR bem mais
antigo, no Plioceno. O clado da América Central parece ter divergido daqueles da América do Sul

por volta de 2,96 Ma (IC = 2,1-3,6) na transi¢ao Plioceno-Pleistoceno.

Notamos que alguns subgrupos estruturados geograficamente divergiram durante o
Pleistoceno, como os da Amazonia do leste se separando da do oeste, norte do Suriname e Guiana
Francesa da Guiana; enquanto outros ndo sdo exatamente bem estruturados, como e oeste da
Amazonia brasileira e peruana, o leste da Amazdnia brasileira e a Mata Atlantica do nordeste, a

porcdo sul da Guiana e do Suriname do norte do Brasil. Em contrapartida, o filogrupo T. c. coffini
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parece se diversificar muito pouco, assim como Trachops ehrhardti, mas diferentemente deste

ultimo, 7. c. coffini ¢ muito mais recente.
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Figura 8. Rede de haplotipos mostrando as relagdes entre os taxons de Trachops.
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4. DISCUSSAO

4.1 Filogenia molecular e especia¢do criptica

A taxonomia de Trachops permaneceu estavel desde 1956, quando Felten (1956b)
considerou 7. coffini como subespécie de 7. cirrhosus. Desde entdo, aceitou-se a identidade
monotipica do género e poucos trabalhos levantaram perguntas a respeito dessa questdo. Os dois
unicos estudos abordando potencial diversidade criptica em Trachops foram realizados por
Ditchfield (1996), utilizando sequéncias parciais do gene mitocontrial cit-b e por Clare et al. (2007,
2011) e Clare (2011), utilizando primariamente COI e, mais recentemente, um marcador de
linhagem paterna, o Dby. No entanto, este ¢ o primeiro estudo que integra evidéncias de diferentes

matrizes de dados, apontando os indicios de que Trachops compreenda mais de uma espécie.

Adotando o conceito de linhagem geral de Queiroz (1998), as evidéncias deste estudo
apontam para a necessidade do reconhecimento de duas espécies de Trachops. Aqui, proponho
que T. c. ehrhardti seja elevada a categoria especifica, Trachops ehrhardti, que corresponde a
linhagem da Mata Atlantica do sul e sudeste do Brasil, e que Trachops cirrhosus continue
compreendendo as subespécies 7. c. cirrhosus e T. c. coffini. Patton & Conroy (2017) criticam a
inconsisténcia entre as metodologias para designacdo de subespécies e o conceito Hennigiano
(Hennig 1966). Na era das abordagens moleculares, o conceito ndo deve confundir relagdes
filogenéticas dentro de uma espécie com o sistema de classificagdo lineano (Hennig 1966).
Subespécies, segundo Hennig (1966), seriam comunidades reprodutivas vicariantes que ndo sao
necessariamente distinguiveis puramente por morfologia. Aqui, 7. c. cirrhosus e T. c. coffini sdo
claramente diferenciadas por caracteres morfologicos conspicuos, apesar de ndo serem

reciprocamente monofiléticas, e as consideracdes geograficas serdo discutidas adiante.
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Devido a ampla distribuicdo geografica de Trachops e em ambientes tdo distintos num
intervalo de tempo relativamente longo (~17 Ma segundo Hoffmann et al. 2008), era de se esperar
que houvesse mais de uma linhagem evolutiva dentro do género, suficientemente diferentes para
serem reconhecidas como espécies. De um modo geral, a filogenia recuperada neste trabalho foi
concordante com a dos estudos anteriores realizados para o gé€nero (Ditchfield 1996; Clare et al.
2007, 2011; Clare 2011). A filogenia da matriz concatenada com todos os marcadores, recuperou
7 linhagens com alta divergéncia de sequéncias entre elas e baixa dentro de cada uma: 2 a mais
que em Ditchfield (1996) e 2 a menos que em Clare (2011). Para o primeiro trabalho citado,
podemos concluir que a expansdo da amostragem para o oeste da América do Sul recuperou os
clados NWAm ¢ SWAm que ndo foram analisados no estudo anterior. Além disso, pode-se
compreender melhor a relagdo entre populagdes dos diferentes biomas do Brasil que serdo
discutidos na proxima se¢do. O COI também recuperou duas linhagens distintas na Mata Atlantica,
uma ao norte € outra ao sul, assim como o cit-b (Ditchfield 1996), resultado conflitante com o
marcador nuclear — que mostrou um clado para toda a Mata Atlantica. Podemos entender esse
conflito como o fato de marcadores nucleares e mitocondriais possuirem taxas de evolucdo
diferentes e segregacdo independente, portanto, serem esperadas arvores de genes conflitantes
(Maddison 1997). Além disso, a arvore de espécies, que utiliza a teoria coalescente em sua
metodologia, resgata as relacdes entre as duas espécies de Trachops sem mostrar o conflito entre

os marcadores nucleares e mitocondriais, corroborando a topologia concatenada.

Ainda que o presente estudo tenha preenchido lacunas de amostragem do trabalho de Clare
et al. (2011) e Clare (2011), especialmente na por¢do sul-americana da distribuicdo do género,
foram recuperados sete e ndo nove clados, como sugerido pela autora. Isto porque Clare (2011)

considerou o trabalho de Bradley & Baker (2001), no qual linhagens com divergéncia genética >
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2% sao candidatas a espécies diferentes € merecem investigagdo minuciosa. No presente estudo,
considerei filogrupos (como definido por Avise & Walker 1999) com divergéncias de sequéncias
> 5%, para o cit-b (como sugerido por Baker & Bradley 2006). Vale ressaltar que esse ndo ¢ um
valor absoluto, e os autores mostram que entre algumas espécies de mamiferos esse valor pode ser
menor, como por exemplo entre espécies do género Carollia (Hoffmann & Baker 2003) e entre
espécies do género Oxymycterus (Hoffmann et al. 2002). Portanto, dentro de Trachops cirrhosus
foram considerados dois filogrupos, Pl e 7. c. coffini, entre os quais a divergéncia de sequéncias
do cit-b foi 4,6%, por serem clados irmdos cujo n6 ndo apresentou suporte estatistico
suficientemente alto. Por outro lado, os valores de divergéncia de sequéncias do cit-b entre os dois
grandes clados de Trachops sdo comparaveis e em alguns casos maiores que para espécies-irmas

de Myotis (Larsen et al. 2012) e Carollia (Martins et al. 2007).

Como para o marcador de heranca paternal utilizado em Clare (2011), quatro dos cinco
marcadores autossomicos utilizados aqui ndo se mostraram informativos, todavia o marcador
STATSA recuperou dois clados — Mata Atlantica e 7. c. coffini — evidenciando filogrupos que
poderiam representar espécies distintas. Entretanto, quando analisamos a filogenia concatenada
observamos que a Mata Atlantica contempla dois clados e que 7. c¢. coffini ¢ um dos clados de
origem mais recente na arvore. Dessa forma, ndo poderiamos considerar os grupos resgatados pelo
marcador nuclear como duas espécies distintas sem cometer o erro de considerar espécies
parafiléticas com base no critério monofilia de Mishler & Theriot (2000). Com base no conjunto
de dados genéticos, Trachops poderia contemplar pelo menos quatro espécies segundo aquele

conceito.

Analisando os resultados da morfologia, notamos que ha claramente dois grupos

discrepantes em tamanho, no qual o grupo de individuos menores compreendem os extremos sul
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e norte da distribuicdo do género (7. ehrhardti e T. c. coffini, respectivamente) e o grupo de
individuos maiores (7. c. cirrhosus) esta distribuido na regido central. Trachops cirrhosus coffini
e T. ehrhardti estdo muito isolados geografica e geneticamente um do outro e podemos entio
entender esses grupos morfoldgicos como sendo trés e ndo dois, quando levamos em conta o fator
geografico. Sendo assim, 7. ehrhardti corresponde um clado divergente tanto em termos
moleculares quanto morfoldgicos e geograficamente coeso, reforcando sua singularidade. Mesmo
que ndo se tenha incluido individuos da localidade-tipo de 7. ehrhardti nas anélises genéticas, o
holotipo e os paratipos foram incluidos na anéalise morfométrica e se encontram dentro do espectro

de variagdo morfométrica observada em 7. ehrhardti.

Quando descreveu T. c. ehrhardti, Felten (1956a) relatou a semelhanga de tamanho com 7.
c. coffini em disparidade com os exemplares de 7. c. cirrhosus do norte da América do Sul que ele
analisou. Na diagnose, o autor relata que ela se diferencia da forma nominal pelo tamanho menor.
Acrescento que, embora 7. ehrhardti seja semelhante em tamanho a 7. ¢. coffini, varios caracteres
morfoldgicos cranianos e dentdrios sdo diferentes. O autor aferiu 8 das 10 medidas cranianas
utilizadas no presente estudo e afirmou ndo poder alocar os individuos do Para, Ceard e Minas
Gerais por falta de dados morfométricos dessas localidades. Aqui podemos entender, que dentre
aquelas localidades, apenas a por¢cdo de Mata Atlantica no leste de Minas Gerais compreende
distribuicdo de 7. ehrhardti e que, diferentemente do que Jones e Carter (1976) propuseram, a

distribui¢do ndo chega a Bolivia, onde os individuos sdo 7. c. cirrhosus.

Além dos desafios conceituais e filosoficos enfrentados ao se identificar espécies, ¢ sabido
que a operacionalidade ¢ um problema ainda maior quando hé linhagens genéticas altamente
diferenciaveis e morfologicamente muito similares, como ¢ o caso de espécies cripticas de ampla

distribuicdo geografica (e.g., Clare 2011; Funk et al. 2012; Barley et al. 2013). Os clados que
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apresentam alta divergéncia genética e estrutura geografica bem definidas mostram uma variagao
morfométrica clinal, na qual os individuos da América Central sdo relativamente menores do que
os da América do Sul. Curiosamente, 7. ehrhardti ¢ similar em tamanho aos 7. c. coffini da
América Central, sendo resultado de convergéncia morfoldgica, dado que este ultimo grupo parece
ter divergido a partir do norte da América do Sul onde os individuos sdo maiores. Todavia, os
caracteres morfologicos encontrados na América Central, como a inclina¢do entre o rostro e a
caixa craniana e os caracteres dentdrios descritos na se¢do anterior, ndo sao encontrados no grupo

do sul da Mata Atlantica sendo a semelhanga entre eles restrita ao tamanho.

A existéncia de dois grupos morfométricos € corroborada pela analise de NMM,
evidenciando as diferengas em tamanho e separando dois grupos em 7. cirrhosus utilizando a
taxonomia atual. Quando analisamos separadamente as duas espécies, a andlise mostra dois grupos
nos trés tdxons, mas apenas em Trachops ehrhardti a propor¢ao de individuos ¢ igual, porém com
uma amostra muito baixa. Isso pode ter sido afetado pela falta de sensibilidade da andlise para
amostras com baixo numeros de individuos em relagdo as demais. A atribuicdo de praticamente
50% dos individuos para cada grupo e o fato de que para 60% dos caracteres as diferengas entre
os grupos 1 e 2 de T. ehrhardti ndo foram diferentes daquelas esperados ao acaso (p > 0,05) sdo
indicadores para esse argumento. O continuo geografico de intermediarios observado em T.
cirrhosus talvez dificulte o entendimento ou a delimitagdo pratica entre as duas espécies do género,
uma vez que ha grande sobreposicao de caracteres quantitativos. O Panama parece ser uma zona
de interesse para estudos de simpatria entre os dois grupos morfométricos, mostrando-se uma area
complexa para delimitar a variacdo geografica e também morfométrica entre as duas subespécies
de T. cirrhosus. Outras formas de acessar informagdes fenotipicas, como por exemplo a

morfometria geométrica, talvez tragam luz ao reconhecimento de morfoespécies. Esse ¢ um caso

54



em que a especiacdo ndo ¢ acompanhada por mudancas morfoldgicas conspicuas, no qual T.
ehrhardti e T. cirrhosus sobrepdem-se em tamanho e caracteres morfologicos, apesar de altas

divergéncias genética e ecoldgica (discutida adiante).

O posicionamento de 7. c. coffini na rede de haplotipos € mais um indicativo de que o tdxon
se trata de uma subespécie e ndo uma possivel espécie-irma de 7. cirrhosus. Apesar de apresentar
diferencas morfoldgicas, a diferenciacdo genética deste grupo ¢ muito pequena, especialmente
quando observamos as distancias genéticas para o marcador nuclear (diferencidvel somente de 7.
ehrhardti) e o fato de estar cercada por populagdes de 7. c. cirrhosus na rede de haplotipos distintas

por poucos passos mutacionais.

Goldman (1925) descreveu 7. coffini, que mais tarde veio a ser subespécie de 7. cirrhosus,
como sendo similar as demais formas da espécie irma, mas distintamente menor de uma forma
geral. Dentre os caracteres qualitativos descritos pelo autor, os citados neste trabalho ndo foram
assinalados, compreendendo novas observagdes para a morfologia da subespécie. Embora tenha
analisado apenas individuos da localidade-tipo, na Guatemala, a distribui¢do da subespécie foi
atribuida do sul do México a Nicaragua. Todavia, o presente estudo indica que a distribui¢cdo deve
ser expandida para a Costa Rica, onde atualmente considera-se a ocorréncia de 7. c. cirrhosus (e.g.,
Cramer et al. 2001), dadas as semelhangas morfologicas (caracteres do cranio e da denti¢do) aos
demais individuos dessa regido. Isso implica que 7. c. cirrhosus também deva ter sua distribuicao
geografica modificada: no Panamd, as duas subespécies de 7. cirrhosus ocorrem e ¢ dificil
delimitar com precisdo o limite geografico entre essas subespécies com base na distribuicdo dos
dados morfoldgicos. Todavia, € nitido que 7. c. coffini ocorre por toda a regido amostrada da Costa
Rica e, por consequéncia, 7. c. cirrhosus teria a distribuicdo do Panamé a Bolivia e Mata Atlantica

do Nordeste brasileiro.
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4.2 Modelos de nicho ecoldgico e suas implicagdes na sistematica e filogeografia

Aliados as outras matrizes de dados, como os genéticos e os morfologicos, os modelos de
nicho ecoldgico podem auxiliar o entendimento de taxons cripticos quando evidenciam a
divergéncia de nicho a qual pode promover adaptacdes entre populacdes e minimizar a
conectividade entre elas (Sobel et al. 2010; Florio et al. 2012). Desenvolvendo modelos de nicho
para as duas espécies de Trachops, e considerando duas subespécies de 7. cirrhosus, observamos
adaptacdes ambientais Unicas para 7. ehrhardti ao sul da Mata Atlantica, que se apresenta menos

adequada para T. cirrhosus.

Areas de menor adequabilidade para T. c¢. cirrhosus (figura 6B) na América do Sul
apresentam-se nas areas de terras altas dos Andes, no Brasil Central e na area propicia a T.
ehrhardti, refletindo, respectivamente (1) a inadequagao a regido de elevadas altitudes e podendo
indicar (2) viés amostral devido ao baixo numero de pontos de ocorréncia nessa regido e (3) areas

de ndo simpatria com 7. ehrhardti.

O fato de que 7. ehrhardti e T. c. coffini compartilhem de semelhancas em tamanho e a
primeira apresente maior sobreposicao de nicho com a segunda do que sua vizinha, a subespécie
T. c. cirrhosus, pode ser um indicativo de que as pressdes ambientais estejam contribuindo para a
fixacdo desta caracteristica convergente em ambas espécies. As condi¢des ambientais que cada
taxon utiliza sdo mais distintas do que as esperadas ao acaso, isto €, os nichos ocupados por cada
taxon sdo mais divergentes que semelhantes entre si. Conservadorismo de nicho ¢ a tendéncia que
taxons relacionados tem para reter caracteristicas ecologicas ancestrais através do tempo (Peterson
etal. 1999) e diferentes grupos de animais mostraram esse padrdo. Entre 7. ehrhardti e T. cirrhosus

podemos observar correspondéncia entre a divergéncia genética e os divergéncia de nicho
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ecoldgico, sugerindo que as condi¢des ecologicas modeladas (clima e altitude) realizam papel

importante na manutengdo das diferencas entre as espécies.

Em contrapartida, parecem haver barreiras de baixa adequabilidade ambiental entre a
distribuicdo conhecida de 7. ehrhardti e T. cirrhosus. A especiagdo ocorre como um produto
indireto da divergéncia quando barreiras ao fluxo génico evoluem entre populagdes. Essas
populacdes podem estar geograficamente isoladas por qualquer fator que iniba o fluxo génico entre
elas, tanto por isolamento macro quanto por microgeografico. Isto ¢, barreiras geograficas no
processo de especiacdo podem ser conspicuas (e.g. rios € montanhas) ou ndo — como um continuo
de areas inadequadas (Mayr 1947). A lacuna de registros de ocorréncia do género ao sul da Bahia
dificulta o entendimento de qual tipo de barreira geografica possa ter atuado na especiagao de

Trachops.

Embora rios ndo paregam isolar populagdes de ambas as espécies e na auséncia de regioes
de altitude na por¢ao mais austral da Bahia, a hipotese mais provavel para a formagao de barreira
seria a diferenca da formacao vegetal. As diferencas floristicas atuais entre a Mata Atlantica do sul
e do norte (Santos et al. 2007) e todas as interacdes biodticas e abidticas envolvidas podem
apresentar barreiras ecologicas para as espécies de Trachops. Entretanto, assim como outros taxons
de vertebrados (e.g. Gazziotin et al. 2006, Costa 2003, Patterson & Costa 2012), a quebra
filogeografica entre as duas espécies de Trachops na Mata Atlantica ¢ possivelmente do Mioceno
tardio, ndo coincidindo com as variagdes climaticas e florestais do final do Plioceno ao Pleistoceno
(Patterson e Costa 2012). Apesar dos esforgos para entender a diversidade entre tdxons da Mata
Atlantica do norte e do sul, nosso conhecimento limita-se a entender que a regido de quebra
filogeografica varia entre as latitudes 14° e 21° S para a maioria dos vertebrados e que um evento

vicariante comum pode ter causado maior divergéncia proxima a regido do Rio Doce (Patterson e
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Costa 2012). Entretanto, para as espécies de Trachops essa quebra foi mais ao norte e, como bem
colocado por Patterson e Costa (2012), nds ainda ndo sabemos onde nem quais eventos poderiam

ter sido responsaveis por esse isolamento na Mata Atlantica.

No que diz respeito a barreira de baixa adequabilidade a oeste desse bioma, ainda que
existam indicios de que a Mata Atlantica estava conectada historicamente com outras florestas
umidas (Costa 2003), atualmente o cenario mais provavel ¢ que haja um continuo de areas
inadequadas possivelmente relacionado a formacgdo vegetal. Trachops ehrhardti parece ser
endémico da porcao sul da Mata Atlantica, sendo ambientes mais secos (e.g. Cerrado, o qual ocorre

ao oeste de sua distribui¢ao) pouco adequados para a espécie.

4.3 Integrando disciplinas para gerar hipotese final de especiacio criptica em Trachops

A filogenia molecular de Trachops aponta para a existéncia de uma linhagem, da porg¢ao sul
da Mata Atlantica, claramente monofilética — tanto na analise concatenada quanto nas arvores de
genes, sendo o Unico clado recuperado pelo marcador molecular nuclear com alto suporte
estatistico. Quando lancamos mao de analises morfométricas para entender a variagao fenotipica,
nos deparamos com um cenario em que ha dois agrupamentos baseados em tamanho: um menor,
cuja distribuicdo ¢ alopatrica e esta nos extremos norte (7. c¢. coffini) e sul (T. ehrhardti) da
distribuicdo geografica do género, e um maior (7. c¢. cirrhosus), presente no centro e com zona de
contato entre populagdes de 7. c. coffini e das maiores da América do Sul (7. c. cirrhosus) no

Panama.

Diante deste cenario, fica clara a distingdo de 7. ehrhardti das demais linhagens:

geneticamente, ecologicamente e morfometricamente. Ainda que as diferengas desta ultima
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abordagem se sobreponham as de 7. cirrhosus, ¢ importante ressaltar que a ampla distribui¢do
geografica desta estd acompanhada por grande variagdo morfométrica. Portanto, ¢ compreensivel
a existéncia de formas intermedidrias cujos tamanhos se sobreponham nas duas espécies. Ainda,
as diferengas nas taxas evolutivas entre os caracteres genéticos e morfologicos ¢ um fator a ser

considerado quando falamos em espécies cripticas (de Queiroz 2007).

O monofiletismo de 7. cirrhosus ¢ questionavel utilizando-se a filogenia com os quatro
marcadores moleculares do presente estudo, na qual o clado representando essa espécie apresentou
baixos valores de bootstrap e probabilidade posterior. Desse modo, 7. cirrhosus poderia
compreender pelo menos trés linhagens genéticas correspondentes a espécies distintas, mas
reconhecé-las com base em apenas um critério ndo teria validade numa abordagem integrativa.
Tanto a morfologia quanto a ENM apresentaram resultados que ndo permitem subdividir esse

grupo. Portanto, optei por uma abordagem mais conservativa e considerar duas espécies no género.

Individuos da localidade-tipo de T. cirrhosus estdo no clado EAm, o mesmo ao qual pertence
individuos da localidade-tipo de 7. fuliginosus, um sindénimo-junior, sendo esta mais uma

evidéncia de que a taxonomia atual estd correta neste caso.

4.4 Trachops no tempo e no espaco

As duas espécies de Trachops parecem ter divergido por volta de 7 Ma, no Mioceno, com
origem do género na América do Sul e posterior colonizagdo da América Central, dado que o T. c.
coffini ¢ um dos mais recentes em 7. cirrhosus e tem divergéncia estimada na transi¢do Plio-
Pleistoceno. Essa estimativa ¢ concomitante a do fechamento do Istmo do Panama segundo O’Dea

et al. (2016). A datagdo da formagdo do Istmo do Panama tem sido alvo de debates, intensificados
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nos ultimos anos (Keigwin et al. 1976; Jackson and Dea 2013; Bacon et al. 2015; O’Dea et al.
2016). Embora a data proposta por O’Dea et al. (2016) tenha sido contestada por Jaramillo et al.
(2017) e Molnar (2017), os quais levantam questdes a respeito das evidéncias utilizadas naquele
estudo, a formacao de uma conexao por terra por si s6 ndo garante a dispersao de um tdxon. Ainda
que a data da formacao do istmo esteja em debate, somente em condi¢des ambientais e climaticas
propicias a dispersdo de 7. cirrhosus poderia ter ocorrido. Essa foi uma questdo abordada por
Smith et al. (2012) para aves, demonstrando que eventos de especiagdo no Istmo do Panama
ocorreram em diferentes épocas para aves que habitam ambientes secos e para os imidos. Ainda,
o aumento subito no registro fossil por volta dos 2,5 Ma de linhagens de mamiferos migrando da
América do Norte para a América do Sul e vice-versa (e.g., Cione et al. 2015; Leigh et al. 2014;
Marshall 1985; Marshall et al. 1982; Webb 1991, 2006; Woodburne 2010), no que é conhecido
como o Grande IntercAmbio Americano, ¢ exemplificado por Bacon et al. (2016) como sendo o
produto da formacao de ambientes tipo savana no corredor da América Central, fruto da primeira
glaciacdo do Quaterndrio. Segundo os autores, mamiferos adaptados a tal ambiente foram capazes
de dispersar. Trachops cirrhosus € conhecido por habitar ambientes de florestas, ou associado a
elas, tanto umidas quanto secas. Portanto, ainda que a formagdo do Istmo do Panama seja mais
antiga, como sugerem alguns autores (Montes et al. 2012, 2015; Bacon et al. 2015), o cenario mais
provavel para a possibilidade de dispersdo da espécie deve estar relacionado as condigdes

ambientais mais do que a conectividade de terra por si so.

Alternativamente ao fechamento completo do Istmo do Panamd, uma hipdtese de
colonizagdo por island hopping — como sugerido para mormopideos do género Pteronotus no
Caribe (Pavan & Marroig 2017) — pela formacdo incompleta do istmo e devido a auséncia de

fosseis de Trachops para ilhas caribenhas, excluindo-se assim essa rota de colonizacdo, ¢ também
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plausivel para 7. cirrhosus. Ainda que a data estimada para divergéncia entre 7. c. coffini e T. c.
cirrhosus héa aproximadamente 2,96 Ma, a colonizacdo da América Central pode ter ocorrido mais
cedo na historia da espécie e as diferengas genéticas tenham aumentado entre tais linhagens ao

passo que as morfologicas permaneceram relativamente estaveis.

Os quatro filogrupos sul americanos de 7. cirrhosus tém data de diversificagdo durante o
Plioceno Tardio, época que tem levado a elaboracdo de muitas teorias sobre a diversifica¢do de
taxons na Amazodnia, desde Wallace (1852) com a primeira hipdtese biogeografica de rios como
barreiras até atuais testes para esta (Gascon et al. 2000), para a formag¢ao do Lago Pebas (Hoorn et
al. 2010), formacao dos paleoarcos (Patton et al. 1997, 2000), ou a existéncia de refligios durante
periodos glaciais (Haffer 1969, 2008), dentre outras. Assim como para anuros e para a maioria de
espécies de mamiferos (Gascon et al. 2000), rios ndo sdo barreiras para Trachops. Populagdes do
filogrupo do leste da Amazonia (EAm) ocupam ambas as margens do Rio Amazonas, dentre outros
rios menores, ¢ na Mata Atlantica os rios Paraiba do Sul (onde Desmodus rotundus apresenta
quebra filogeografica, Martins et al. 2007) e Doce (onde ha quebra filogeografica para Phyllomys
spp. € Bradypus variegatus, Costa & Leite 2012) ndo isolam populacdes de 7. ehrhardti, assim
como para maioria de taxons de vertebrados (e.g. Ditchfield 2000; Tonini et al. 2013; Menezes et
al. 2016; Dalapicolla & Leite 2018). A influéncia do Lago Pebas ou dos paleoarcos na
diversificacdo dos grupos amazonicos também € pouco provavel, dado que a diversificagdo desses

filogrupos ¢ relativamente recente.

Oliveira et al. (2017) encontraram pouco suporte para a hipotese de centros de endemismos
de Cracraft (1985), enfatizando que padrdes de distribuicdo de aves na Amazonia sdo mais
complexos que antes imaginados. Ainda que seja tentador relacionar uma das varias hipdteses para

explicar a diversidade nos taxons amazonicos de 7. cirrhosus, a verdade ¢ que a biogeografia
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historica amazonica ¢ muito complexa e sua diversidade pouco conhecida, sendo muito dificil
relacionar um evento histérico isolado a alta diversidade intraespecifica. Dos sete clados
recuperados na andlise concatenada, os grupos NWAm, SWAm e GS se encontram na Bacia
Amazonica em regides de parapatria, dada a distribui¢do analisada. Ainda que em areas proximas
esses grupos apresentem alta divergéncia de sequéncias entre si (6,4—6,9% para o COI e 6,7-8,1%
para o cit-b), a variacdo genética dentro de cada grupo corresponde ao esperado para variagdes
intraespecificas em mamiferos, como revisado em Baker & Bradley (2006) e em concordancia
com os valores encontrados em outras espécies de morcegos de ampla distribui¢do, como os
morcegos frugivoros Carollia perspicillata (2%) e Artibeus lituratus (1,5%) (Pavan et al. 2011,

Ditchfield 2000).

Ao contrario do encontrado para o morcego-vampiro Desmodus rotundus (Martins et al.
2009), a estrutura filogeografica de Trachops cirrhosus nao parece ter associagdo com ecorregioes,
e Trachops ehrhardti parece estar restrita ao sul da Mata Atlantica. A alta diversidade haplotipica
mostrou o compartilhamento de haplétipos entre individuos de populagdes proximas e aponta
estrutura geografica em menor escala geografica em Trachops do que, por exemplo, em Noctilio
(Pavan et al. 2013) além de evidenciar a divergéncia entre 7. ehrhardti e T. cirrhosus. Quando
analisamos os resultados de D-loop para as espécies de Trachops, encontramos uma estrutura
geografica ainda mais definida, com compartilhamento de haplétipos apenas dentro de cada
localidade. Isto ¢ particularmente interessante quando vemos outras espécies de morcegos
neotropicais de ampla distribuicdo geografica compartilhando haplotipos entre individuos
separados por longas distancias, como acontece com Carollia perspicillata (Pavan et al. 2011;
Ditchfield 2000), Sturnira lilium, Glossophaga soricina e Artibeus lituratus (Ditchfield 2000). Ao

contrario das espécies citadas, ¢ possivel que a associacdo de Trachops a ambientes florestados
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tenha influéncia no fluxo génico interpopulacional, com o desmatamento diminuindo possiveis
corredores florestais. Estudos envolvendo é4rea de vida das espécies seriam particularmente
interessantes para entender a utilizagdo da area e capacidade de movimentagdo de populagdes em

areas preservadas e entre areas preservadas e alteradas pelo homem.

O filogrupo EAm ¢ o que compreende maior area geografica e ocupa os mais diversos
biomas. Somente no Brasil, este grupo compreende populagdes da Mata Atlantica do Nordeste, da
bacia Amazonica, de uma zona de transi¢cdo entre os biomas Pantanal e Cerrado; além de incluir
individuos de populacdes do escudo das Guianas e de uma area de complexidade de habitats na
Bolivia (Killeen & Schulenberg 1998). Esse padrdo ¢ similar ao encontrado para pequenos
mamiferos ndo voadores, especialmente para Marmosa (Micoureus) (Costa 2003), no qual
populagdes do Brasil Central sdo mais relacionadas ou a populagdes amazdnicas ou a populagdes
da Mata Atlantica. Aqui, o grupo formado por individuos da éarea de transicdo entre
Pantanal/Cerrado forma um clado com populagdes da Amazonia Central e do Escudo das Guianas.
Este clado, por sua vez, ¢ irmao daquele formado por populacdes do norte da Mata Atlantica, da
Amazobnia Central e do Escudo das Guianas. Essa relacio Amazonia — Mata Atlantica do Nordeste
foi registrada para diferentes tdxons de vertebrados (e.g. Costa 2003; Batalha-Filho et al. 2013;
Rocha et al. 2015; Prates et al. 2016, 2017; Dal Vechio et al. 2018) ¢ mesmo que em muitos
trabalhos tenham proposto rotas de conexdo entre esses dois biomas, Auler et al. (2004)
argumentam que o registro fossil ¢ bastante rico para suportar a hipotese de que no nordeste
brasileiro a expansdo das florestas foi um fendémeno regional e mais continuo do que se pensava.
Curiosamente, a relagdo entre amostras do Planalto da Guiana e da por¢ao norte da Mata Atlantica

também foram recuperadas neste filogrupo. Rocha et al. (2015) encontraram o mesmo padrdo para
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o arapagu-do-cacau, uma ave do género Xiphorhynchus, sendo um padrao incomum encontrado

apenas em Aves e serpentes (Dal Vechio et al. 2018) até o presente estudo.

O padrao encontrado para os filogrupos 7. ehrhardti e EAm, no qual T. ehrhardti, na Mata
Atlantica do sudeste, divergiu de T. cirrhosus, que inclui individuos da Mata Atlantica do nordeste,
¢ particularmente interessante porque corrobora os resultados de biogeografia vicariante floristica
de Santos et al. (2007). Neste estudo, utilizando cerca de 500 espécies de plantas lenhosas, os
autores constataram que entre os biomas analisados a por¢do sul da Mata Atlantica, i.e. ao sul do
Rio Sao Francisco, foi a primeira regido a divergir de outras e que a floresta Amazonica e a Mata
Atlantica ao norte do Rio Sdo Francisco sdo grupos irmaos nesta analise e os tltimos a divergirem.
A diferenca na composicdo de espécies florestais também pode ter tido grande influéncia na
especiacdo, uma vez que a espécie parece ter forte associagdo a ambientes de florestas (Fenton et
al. 2002), indicando possivel dependéncia da composicao florestal e de outros fatores ambientais

associados a ela, como o nicho ecologico que cada espécie ocupa.
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APENDICES

APENDICE 1. Variaveis climaticas atuais, disponibilizadas pelo WorldClim, utilizadas nas

andlises de modelagem de nicho ecologico.

BIO1 = Annual Mean Temperature

BIO2 = Mean Diurnal Range (Mean of monthly (max temp - min temp))
BIO3 = Isothermality (BIO2/BIO7) (*100)

BIO4 = Temperature Seasonality (standard deviation *100)
BIOS5 = Max Temperature of Warmest Month

BIO6 = Min Temperature of Coldest Month

BIO7 = Temperature Annual Range (BIO5-B106)

BIO8 = Mean Temperature of Wettest Quarter

BIO9 = Mean Temperature of Driest Quarter

BIO10 = Mean Temperature of Warmest Quarter

BIO11 = Mean Temperature of Coldest Quarter

BIO12 = Annual Precipitation

BIO13 = Precipitation of Wettest Month

BIO14 = Precipitation of Driest Month

BIO15 = Precipitation Seasonality (Coefficient of Variation)
BIO16 = Precipitation of Wettest Quarter

BIO17 = Precipitation of Driest Quarter

BIO18 = Precipitation of Warmest Quarter

BIO19 = Precipitation of Coldest Quarter
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APENDICE 2. Filogenias moleculares de cada marcador utilizando a mesma codificagao por cores

utilizada nas filogenias no texto. Os asteriscos indicam probabilidade posterior > 95% e bootstrap
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> 70%.
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APENDICE 3. ANOVA da primeira componente principal das 10 medidas cranianas para testar

dimorfismo sexual nos tdxons de Trachops.

Df Sum Sq MeanSq F Value p-value

T. c.cirrhosus

Sex 1 22.72  22.7183 13.986 0.000202
Residuals 596 968.15 1.6244

T. c. coffini

Sex 1 11.251 11.2507 25.604 1.02E-06
Residuals 183 80.413 0.4394

T. ehrhardti

Sex 1 0.1266 0.12660 0.3443  0.5614
Residuals 33 12.1356 0.36774
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