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RESUMO

Dentre os morcegos filostomideos, o género Sturnira é caracterizado como um grupo
que contém relacGes filogenéticas complexas, por apresentar incongruéncias quando
relacionados dados morfoldgicos e moleculares. S&o reconhecidas para o género 14
especies, dentre as quais Sturnira lilium esta incluida. Esta espécie possui ampla
distribuicdo, desde o México até o Uruguai. Estudos propondo a existéncia de mais de
uma espécie em S. lilium ndo sdo novidade devido a ocorréncia de plasticidade
morfoldgica no grupo. Esta possibilidade tem sido levantada em trabalhos atuais que
utilizam marcadores moleculares para investigar filogeografia e diversidade genética do
grupo. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a distribuicdo da
diversidade genética em um contexto filogenético e geografico em S. lilium, e discutir a
possibilidade da espécie representar mais de uma unidade taxonémica. Para tanto, foram
utilizadas sequéncias de trés marcadores mitocondriais, gene citocromo oxidase I, COIl
(205 sequéncias), gene citocromo b, Cit b (172 sequéncias) e regido controle do DNA
mitocondrial, D-loop (101 sequéncias), para inferir filogenias e histéria demografica do
grupo. Também foram calculadas as taxas de divergéncias e parametros populacionais
de variabilidade genética. Todos os resultados obtidos apontam para um padrédo de
estruturacdo geografica na distribuicdo da diversidade genética, com a formacéo de trés
clados principais com altos valores de divergéncia entre eles (5-8%). O clado | foi o de
distribuicdo mais norte, incluindo amostras do México e norte da América Central. O
clado I, de distribuicdo intermediaria, incluiu amostras do Panama e noroeste da
América do Sul. Dentro deste clado foi observada a formacdo de dois agrupamentos
com sobreposicdo de distribuicdo e 2% de divergéncia entre eles. O clado Il teve
distribuicdo mais ao sul, incluindo amostras da Bolivia e do leste do Brasil. Apesar da
estruturacdo dos grupos, as populacdes dentro de cada grupo mostraram pouca
estruturacdo, evidenciada pelo compartilhamento de hapldtipos entre localidades
distantes. H& uma correlacdo geogréfica entre os clados Il e Ill com os biomas
Amazonia e Mata Atlantica, respectivamente. Uma hipOtese para a evolucdo desses
grupos € a do surgimento do grupo Il a partir de um ancestral comum ao norte. Esta
hipbtese é baseada em dados de demografia populacional que indicam estabilidade
populacional no grupo Il. Essa estabilidade pode ser associada a uma origem mais
antiga, o grupo Ill apresenta sinais de expansdo recente. Além disso, é levantada a

possibilidade de ocorréncia de pseudogenes em amostras do Brasil, que sdo mais
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relacionadas ao clado II do que ao clado IIl. A caracteristica de “fossil genético” ¢
atribuida a esses peseudogenes, pois eles podem variar pouco em relacdo a sequéncia
original, corroborando a hipotese de um ancestral norte para o clado Ill. Os trés clados
podem ser associados a unidades taxondmicas distintas baseadas no Conceito Genético
de Espécie, uma vez que as distancias genéticas entre os clados sdo proximas as

observadas entre os clados de S. lilium e a espécie congenérica S. tildae.

Palavras-chave: diversidade genética, filogeografia, espécies cripticas, pseudogenes.
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ABSTRACT

The New World leaf- nosed bats of the genus Sturnira has known complex phylogenetic
relationships due to incongruence between morphological and molecular data. Are
recognized for the genus 14 species, among which is included Sturnira lilium, widely
distributed specie, occurring from Mexico to Uruguay. Previously studies suggest that
S. lilium has morphological plasticity and therefore could represent more than one
species. Thus, the present study aimed to evaluate the distribution of genetic diversity in
a phylogenetic and geographic context in S. lilium, and discuss the possibility of cryptic
species. Sequences from three mitochondrial markers, cytochrome oxidase I, COI (205
sequences), cytochrome b, Cyt b (172 sequences) and the mitochondrial DNA control
region, D-loop (101 sequences) were used to infer phylogenies and demographic history
in S. lilium. All results indicate a pattern of geographical structure of genetic diversity,
with three major clades isolated by high divergence (5-8%). Clade | has northern
distribution, including samples from Mexico and northern Central America. Clade 1l
included samples from Panama and northwestern South America separated into two
minor groups with overlapping distribution and 2% of genetic divergence. Clade 11l has
southern distribution, including samples from Bolivia and eastern Brazil. Populations
within each group showed little structure, evidenced by haplotype sharing between
remote locations. There is geographical correlation between clades 11 and the Amazon
biome and clade 11l and the Atlantic Forest biome. A hypothesis for the evolution of
these groups is the emergence of group Il from a common northern ancestor. This
hypothesis is based on population demographics data indicating population stability in
group Il. Stability indicates an older origin for the group Il while group Il presents
recent expansion. In addition, Brazil sequences could contain pseudogenes.
Pseudogenes are considered "genetic fossil" because of low variation from the original
sequence, confirming the hypothesis of a northern ancestral to clade I1l. Each clade can
represents a distinct taxonomic unit based on Genetic Concept of Species, since the
genetic distances between than are similar to those observed among S. lilium and S.
tildae.

Keywords: genetic diversity, phylogeography, cryptic species, pseudogenes.
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INTRODUCAO

Chiroptera é a ordem de mamiferos que inclui toda a diversidade de morcegos. E
constituida por 18 familias, 186 géneros e 1100 espécies (Simmons, 2005) com
distribuicdo mundial, exceto nas regides polares e algumas ilhas oceanicas isoladas.
Duas subordens sdo reconhecidas dentre os quirdpteros, Megachiroptera e
Microchiroptera. Os Megachiroptera sdo conhecidos como raposas-voadoras e
representados apenas pela familia Pteropodidae, que inclui 150 espécies distribuidas
pelo Velho Mundo, regido tropical da Africa, india, sudeste da Asia e Australia . Os
Microchiroptera, por sua vez, estdo divididos em 17 familias distribuidas mundialmente.
No Brasil, as 167 espécies se dividem em nove familias e 64 géneros (Reis et al., 2007),
representando a segunda ordem em riqueza de espécies, atrds somente de Rodentia.

O sucesso adaptativo e a diversificacdo acentuada dos microquirdpteros podem
estar relacionados a fatores como o uso do sistema de ecolocalizacdo, prioritario para
locomogdo da maioria das espécies, e a propria capacidade de voo associada a alta
adaptacdo morfologica. Assim como em aves, voar permitiu aos morcegos migrar por
grandes areas e forragear em locais antes inacessiveis. Além disso, as adaptacdes
morfoldgicas e comportamentais para os habitos alimentares de insetivoria, carnivoria,
frugivoria, hematofagia, onivoria, nectarivoria e piscivoria permitiram a exploragéo de
fontes alimentares especializadas dentre os Microchiroptera. Os insetivoros sdo capazes
de consumir quantidades grandes de insetos, fornecendo um papel importante no
controle biolégico, enquanto os frugivoros possuem um importante papel ecolédgico
atuando como agentes polinizadores e dispersores de sementes, tornando-se
facilitadores do processo de recuperacdo e manutencdo de remanescentes florestais
(Reis et al., 2007).

Sturnira Gray, 1842 (Sternodermatinae, Phyllostomidae) € um género frugivoro
que possui ampla distribuicdo na regido neotropical, desde o sul do México ao Uruguai,
incluindo ilhas nas Pequenas Antilhas, e ocupa regides de baixada até 3000m de
altitude, na regido dos Andes. E caracterizado dentre os filostomideos pela auséncia de
cauda e membrana interfemural altamente reduzida (Pacheco & Patterson, 1991).
Abrange 14 especies, subdivididas nos subgéneros Corvira (S. bidens e S. nana) e
Sturnira (S. aratathomasi, S. bogotensis, S. erythromos, S. lilium, S. ludovici, S. luisi, S.
magna, S. mistratensis, S. mordax, S. oporaphilum, S. thomasi e S. tildae) das quais

quatro ocorrem no Brasil (Wilson & Reeder, 2005).
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Estudos filogenéticos mostram que as relagcdes entre os taxons sdo complexas em
Sturnira, principalmente por se observar incongruéncias ao serem contrastados dados
morfoldgicos e genéticos (Pacheco & Patterson, 1991). Estudos apontam que S. bidens
Thomas, 1915 e S. nana Gardner e O'Neill, 1971, que ocorrem nos Andes, sdo espécies
mais basais, sugerindo que Sturnira evoluiu de um ancestral de altitude (Pacheco &
Patterson, 1991; Villalobos & Valerio, 2002), contrapondo-se assim, a proposta inicial
baseada em dados morfoldgicos de que S. lilium E. Geoffroy, 1810 seria a espécie mais
basal e que o0 ancestral do género seria originario de regifes de baixada (de De La Torre,
1961).

Ainda que ndo seja a espécie mais basal do género, Sturnira lilium merece
particular destaque. E uma das espécies de maior distribuicdo, do México ao Uruguai,
incluindo ilhas isoladas, e apesar ocupar preferencialmente regifes de baixadas, ja foi
registrada em até 2000 metros de altitude. Possui plasticidade de habitat, uma vez que
sua ocorréncia € predominantemente de éareas florestadas, onde é relativamente
abundante, mas também pode ser capturada em &reas de vegetacdo aberta. E
frequentemente capturada em coletas em ambientes alterados e fragmentados no sul e
sudeste do Brasil. Seu habito alimentar é frugivoro, com preferéncia por frutos de
solanéceas, mas também pode se alimentar de insetos e polen (Zortea, 2007).

Sturnira lilium esta dividida em oito subespécies, seis delas restritas as Pequenas
Antilhas (Wilson & Reeder, 2005). As duas subespécies continentais tém distribuicao
mais ampla que as insulares: S. |. parvidens Goldman, 1917 distribui-se desde o
noroeste do México, passando por toda a América Central até a Coldémbia e oeste da
Venezuela; enquanto que S. I. lilium E. Geoffroy, 1810 ocorre da Colémbia até o norte
da Argentina e Uruguai, presente em todo o territorio brasileiro e em todos os paises da
América do Sul, exceto o Chile (Gardner, 2008).

Ha 52 anos, Husson (1962) analisou dados morfologicos e verificou que S.
lilium possui alta plasticidade fenotipica com variagdes de colora¢do de acordo com a
idade, o sexo ou a localidade dos individuos, levantando, pela primeira vez, a hipdtese
de que S. lilium poderia representar mais de uma especie.

O uso de dados oriundos de sequéncias de DNA tem sido frequentemente
recorrido como uma importante ferramenta molecular para estudos de sistematica,
taxonomia ou variacdo espacial (Bickford et al., 2007). Dentre os mamiferos
Neotropicais, Ditchfield (2000) observou que, de modo geral, as espécies de morcegos
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apresentam baixos valores de divergéncia genética intraespecifica, em torno de 1 a
2,5%, ndo ultrapassando 4% pelo gene mitocondrial Citocromo b (Cit b).

Ao revisar as taxas de divergéncia genética do Cit b em diferentes géneros de
pequenos mamiferos, Bradley & Baker (2001) propuseram que divergéncia genética
inferior a 2% deve indicar variacdo intraespecifica, enquanto que divergéncia superior a
11% deveria estar associada a diferentes espécies. Os valores de divergéncia entre 2 e
11% poderiam representar tanto variacdo intra quanto interespecifica, e que taxons com
divergéncia genética nesse intervalo merecem uma andalise minuciosa quanto ao seu
status taxondmico.

Para S. lilium especificamente, estudos de sequéncias dos genes Citocromo b
(Cit b) e Citocromo c oxidase | (COI) revelaram a ocorréncia de trés clados com
divergéncia alta, variando de 4 a 8% entre os clados (Ditchfield, 2000; Lopes, 2008;
Clare et al., 2011). Embora esses estudos tenham sido congruentes nesse ponto, levando
a proposta de ocorréncia de espécies cripticas, incongruéncias foram observadas quanto
a distribuicdo geogréfica das linhagens. Baseado no COl, Clare e colaboradores (2011)
observaram a estruturacdo geografica completa das trés linhagens. Por outro lado, 0 uso
do Cit b levou Ditchfield (2000) a propor uma estruturacdo incompleta, com a
sobreposicdo de dois clados no sudeste do Brasil, de modo que duas das linhagens
ocorressem em simpatria. Essa diferenca pode ser atribuida as diferentes amostras
utilizadas em cada estudo.

Dentre os diversos marcadores mitocondriais, o0 COI foi proposto como um DNA
barcode. A idéia € que esta seqliéncia funcione de maneira andloga ao codigo de barras
empregado no mercado varejista. A possibilidade de variacdo de quatro nucleotideos
em apenas 15 posicdes ja seria suficiente para criar um bilhdo de codigos Unicos.
Assim, cada taxon poderia ser identificado por uma sequéncia unica do DNA barcode
(Hebert et al., 2003). O objetivo principal do DNA barcode é fornecer aos
pesquisadores uma ferramenta rapida para a identificacdo de espécies, mas ele também
pode ser aplicado na identificacdo inicial de espécies cripticas e novas espécies.
Trabalhos empregando a técnica indicam a existéncia de espécies cripticas em
diferentes grupos de insetos, por exemplo (Hebert et al., 2004; Smith et al., 2008).

Assim, dados moleculares prévios em S. lillium indicam uma grande variacéo
intraespecifica para dois genes mitocondriais, com incongruéncia na distribuicdo da
variabilidade genética. Desse modo, 0 aumento do numero de individuos de novas

localidades, a inclusdo de individuos de estudos prévios, assim como a andlise
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concatenada dos genes poderia representar um passo importante para uma melhor
interpretacdo da distribuicdo genética do grupo. A elucidacdo das relagdes intra e
interespecificas € necesséaria para fornecer subsidios para a resolugdo de questbes
taxonémicas e identificacdo de individuos. Além disso, aliada aos dados de distribui¢do
espacial das linhagens, essa elucidacdo auxilia o melhor entendimento dos processos
que governam sua distribuicdo e diversificacao.

Diante do cenério atual, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
distribuicdo da diversidade genética em um contexto filogenético e geogréfico em S.

lilium e discutir sobre a possibilidade de ocorréncia de espécies cripticas.
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MATERIAIS E METODOS

AMOSTRA

Sequéncias do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase | (COI) foram obtidas de
133 individuos de Sturnira lilium provenientes de 40 localidades do Brasil, Peru e
Bolivia. Para complementar as anélises foram incluidas sequéncias de 72 individuos de
20 localidades do México, Guatemala, ElI Salvador, Nicardgua, Panama, Guiana,
Suriname e Equador disponiveis no GenBank, totalizando 205 individuos de 60
localidades (Figura 1, Apéndice).

Para o gene mitocondrial Citocromo b (Cit b) foram geradas 52 sequéncias de 26
localidades e incluidas 86 sequéncias de 35 localidades (Lopes, 2008) e 34 sequéncias
de outras 13 localidades (GenBank), totalizando 172 sequéncias de 65 localidades
(Figura 1, Apéndice).

Para a regido hipervariavel 1 da regido controladora do DNA mitocondrial (D-
loop) foram geradas sequéncias de 64 individuos de 19 localidades (Figura 1,
Apéndice).

As amostras de tecidos utilizadas para extracdo de DNA sdo provenientes de
colegdes e bancos de tecidos do: Laboratorio de Genética Animal (LGA) e Laboratério
de Estudos de Quirdpteros (LABEQ) da Universidade Federal do Espirito Santo,
localizados em Vitdria/ES, Brasil; Laboratério de Genética e Biodiversidade (LGBIo)
da Universidade Federal do Oeste do Para, localizado em Santarém/PA, Brasil;
Laboratério de Biologia Evolutiva e Conservacdo de Vertebrados (LABEC) da
Universidade de Sdo Paulo, localizado em S&o Paulo/SP, Brasil; Field Museum
(FMNH), localizado em Chicago/IL, Estados Unidos da América e Royal Ontario
Museum (ROM), localizado em Toronto/ON Canada .
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Figura 1. Mapa indicando os pontos amostrais de Sturnira lilium ao longo da distribuicdo. Nos quadros A e B a regido do sudeste do Brasil é ampliada. Detalhes no Apéndice.
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EXTRACAO, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO DNA

As extracdes de DNA foram realizadas a partir de amostras de tecidos hepaticos
ou musculares mantidos em alcool absoluto a -20°C. O protocolo de extracdo de DNA
total (SDS/NaCl/Proteinase K) seguiu a técnica descrita por Bruford et al. (1992). As
condi¢cdes do DNA obtido foram verificadas por eletroforese em gel de agarose 1%
corado com corante GelRed® (Life Technologies, Inc.) e visualizado sob luz
ultravioleta.

As amplificagbes foram feitas através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Para gerar fragmentos de 621 pares de bases (pb) do gene COI
utilizou-se os primers LCO (Spradling et al, 2004) e CAJA-R
(5’ ATACTTCGGGGTGGCCGAAGAACCAZ’), desenhado a partir do genoma
mitocondrial de Artibeus jamaicencensis, acesso GenBank NC_002009.1 (presente
estudo), para gerar fragmentos de 1120 pb do Cit b utilizou-se os primers BatO5A e
Batl4A (Martins et al.,, 2007) e para fragmentos de cerca de 400 pb da regido
hipervaridvel 1 do D-loop utilizou-se os primers BrDIH e BrDIL (Pavan, 2008). Os

perfis adotados para as reacdes de PCR sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo dos reagentes e perfil das reacGes em cadeia da polimerase

(PCR) para geracdo dos fragmentos dos genes COl, Cit b e da regido hipervariavel | do

D-loop.
MARCADOR COl Citb D-loop
Master Mix
dNTP 5mM 5mM 4 mM
Buffer 1x 1x 1x
MgCl2 100 mM 40 mM 62,5 mM
Primers 5mM 3mM 6,25 mM
Taq platinum 1 Unidade 1 Unidade 1 Unidade
Volume total 50 ul 25ul 50 ul
Perfil (temperatura e tempo)
Denaturacéo inicial 94°C -5’ 94°C -5’ 97°C -7
NUmero de Ciclos 35 38 35
Denaturacao 94°C — 45~ 92°C — 60~ 94°C — 30~
Anelamento 50°C — 60~ 47°C - 60~ 55°C — 45”
Extensao 72°C - 60~ 72°C -90” 72°C - 90~
Extenséo final 72°C-5° 72°C-5° 72°C - 10’
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Apos a amplificagcdo, o tamanho dos produtos de PCR foi estimado utilizando
gel de agarose 2% e marcador molecular de 1 Kb (Invitrogen, Inc.). Em seguida, 0s
produtos de PCR foram purificados com enzimas do kit Exo-Sap-IT (USB-
Corporation). A reacdo de sequenciamento foi unidirecional, utilizando-se os primers
BATO5A, LCO e BrDIL, e realizada pela Macrogen Inc., em Seul/Coréia.

O programa MEGA v.5.05 (Tamura et al., 2007) foi utilizado para o
alinhamento das sequéncias de DNA pela ferramenta Clustal W seguida de corregdes
manuais, se necessarias. Para cada fragmento obtido foi conduzida uma pesquisa
comparativa de similaridade no GenBank (http://ncbi.nclm.nih.gov) utilizando a
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) com o objetivo de verificar a

ocorréncia de contaminagdo e a fidelidade dos primers em amplificar as regides alvos.

INFERENCIAS FILOGENETICAS

Antes de aplicar os métodos filogenéticos foi verificado o grau de saturacéo das
bases nucleotidicas dentro das sequéncias de DNA a partir do programa DAMBE de
(Xia & Xie, 2001). Para a construcdo das arvores filogenéticas foram utilizados os
métodos Neighbor-Joining (NJ) e Méaxima Parcimdnia (MP) a partir do programa
MEGA v.5.05, e Méxima Verossimilhanca (MV) pela plataforma online PhyML
(Guidon et al., 2010), testados por 1000 replicacdes de bootstrap. Para a Inferéncia
Bayesiana (I1B) foi utilizado o programa Mr.Bayes 3.1 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001),
seguindo o padréo de configuracdo proposto pelo modelo com 2.000.000 de geragdes
iniciais com amostragens a cada 100 e 25% de burn-in, mais 1.000.000 de geracOes
adicionadas sempre que o desvio padrdo médio final era superior a 0,01. Os modelos de
substituicdo nucleotidica apropriados para os métodos de MV e IB, foram determinados
a partir o programa jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008) com aplicacdo do critério de
informagao de Akaike.

Como grupo externo, foram utilizadas sequéncias obtidas do GenBank para o
COI - Artibeus lituratus (HQ919750.1), Carollia perspicillata (JQ601395.1) e Sturnira
tildae (JQ601128.1; JQ601110.1; JQ601398.1; JF455942.1) - para o Cit b - Artibeus
lituratus (HQ702538.1), Carollia perspicillata (FJ589700.1)- e para a analise dos dois
fragmentos concatenados - Artibeus lituratus (NC_016871.1). Além dessas, foram
utilizadas sequéncias de Sturnira tildae (ARI34 e ROM112004) geradas no presente

estudo para a analise do D-loop, Cit b e do COI e Cit b concatenados.
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As distancias genéticas entre os clados foram estimadas no MEGA v.5.05

(Tamura et al., 2007) utilizando 0 modelo de Kimura-2-parametros.

ANALISES POPULACIONAIS

Pelo programa DnaSP v.5 (Librado & Rozas, 2009) foram identificados os
hapl6tipos e geradas as matrizes de dados. As relagBes hierarquicas entre os haplétipos
foram observadas a partir de redes de haplétipos geradas pelo programa NETWORK
4.1 (Rohl, 2000, www.fluxus-engineering.com), o qual é baseado na implementacgéo do
algoritmo median—joining, que gera uma arvore (minimum spanning tree) e adiciona 0s
intermediarios ausentes usando o algoritmo de méxima parciménia de Farris (Bandelt et
al., 1999).

Para as andlises intrapopulacionais, o numero de haplétipos (h), a diversidade
haplotipica (dh) e diversidade nucleotidica (dn) foram estimados pelo programa DnaSP
v.5. Os parametros foram calculados por populacdo (localidades com mais de 3
individuos), por clado e para a amostra total (incluindo todas as amostras).

Pelo programa ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer, 2010) foram
realizadas as analises interpopulacionais, dentre elas estd a andlise de variancia
molecular (AMOVA), para avaliar a quantidade de estruturagdo genética entre 0s
grupos, e calculado os valores de diferenciacdo genética par-a-par entre as sequéncias
(estatistica-®) utilizando-se 0 modelo de Kimura 2-parametros sem correcdo de gamma
e com 10.000 permutacBes. Os grupos definidos nessa andlise foram: a) um grupo
formado por todas as populagdes; e b) grupos de populacGes, definidos pelos clados
obtidos pela filogenia da analise concatenada.

Para investigar a historia demogréafica de S. lilum foram conduzidos os testes de
neutralidade D de Tajima e Fs de Fu, em que valores negativos podem sugerir a
presenca de pressao seletiva ou expansdo populacional (Tajima, 1989; Fu, 1997), e a
distribuicdo mismatch, em que um grafico pode ser gerado a partir dos dados de
diferenga genética entre populacdes. Neste, curva unimodal representa expansdo
populacional recente, e multimodal equilibrio populacional (Slatkin & Hudson, 1991,
Rogers & Harpending, 1992).
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RESULTADOS

ANALISES FILOGENETICAS

CiTtocromo ¢ OXIDASE | (COl)

Em 621 pb do gene COI de 205 individuos foram identificados 104 sitios
polimorficos, sendo 76 parcimoniosamente informativos e 28 mutacGes Unicas
(singletons), gerando 82 haplotipos (H1-H82), com altas diversidades haplotipica
(dh=0,94) e nucleotidica (dn=0,038).

A configuracdo da rede de haplotipos (Figura 2A) revelou a formacdo de trés
agrupamentos geograficamente estruturados, distantes entre si por 23 e 26 passos
mutacionais, sem compartilhamento de haplotipos entre os grupos. Internamente a cada
grupo, os haplotipos se diferenciam por até cinco passos mutacionais. Dentro de cada
grupo verifica-se o compartilhamento de haplotipos entre individuos de diferentes
localidades, totalizando 21 haplo6tipos compartilhados.

O grupo | (Figura 2C) é formado por haplétipos do sul da América do Norte
(México) e norte da América Central (Guatemala, El Salvador, Honduras e Nicaragua).
Dois hapl6tipos foram compartilhados, deles o H1 foi o mais frequente e amplamente
distribuido, com ocorréncia em 15 individuos de seis localidades da Guatemala, El
Salvador, Honduras e Nicaragua.

O grupo Il (Figura 2D) é formado por haplétipos do sul da América Central
(Panama) e norte da América do Sul (Equador, Peru, Guiana, Suriname e Pard), que se
subdividiu em dois grupos (lla e Ilb), distantes entre si por cinco passos mutacionais. O
grupo lla é formado por haplétipos do Equador, Peru, Guiana e Suriname e o grupo Ilb
¢ composto por haplétipos do Panama, Guiana, Suriname e Para, indicando
sobreposicao dos dois grupos no Suriname e na Guiana. No grupo Ila o H16 foi 0 mais
frequente e compartilhado entre 13 individuos de oito localidades da Guiana e
Suriname. No grupo Ilb o H20 foi o mais frequente, compartilhado por sete individuos
de seis localidades entre Guiana, Suriname e Pard, seguido do H26 compartilhado por
trés individuos de trés localidades da Guiana e Suriname.

O grupo 111 (Figura 2B) é formado por hapl6tipos da regido central da América

do Sul (nordeste, sul e sudeste do Brasil e Bolivia), com 16 haplétipos compartilhados,

22



0 sendo 0 H39 o mais frequente, compartilhado por 45 individuos de 24 localidades do

leste do Brasil (da Bahia ao Parand) e da Bolivia.
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Figura 2. (A) Rede de haplotipos do gene Citocromo c oxidase I, mostrando os trés grupos geograficos,
sendo o grupo | em vermelho, o grupo Il em verde e o grupo Il subdividido em grupos Ila (azul claro) e
Ilb (azul escuro). Os nimeros nos ramos indicam o ndmero de mutagdes que separa 0s grupos. Nos
demais o nimero de variou de 1 a 3 passos mutacionais. (B) grupo 11, mostrando o compartilhamento de
haplétipos. (C) Grupo |, mostrando compartilhamento de haplétipos. (D) grupo 1, com dois grupos lla

(acima) e Ilb (abaixo), mostrando compartilhamento dos hapl6tipos de Guiana e Suriname.
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Para as inferéncias filogenéticas por maxima verossimilhanca (MV) e Bayesiana
(IB) utilizando o COI, o melhor modelo evolutivo selecionado foi o de sitios finitos por
Hasegawa, Kishino e Yano com pardmetro gamma de 0,1700 (HKY+G).

A MV (Figura 3A) e MP (Figura 3B) recuperaram os quatro clados de S. lillium
com suportes altos (MV: 62 a 83% e MP: 72 a 96%), que correspondem aos quatro
grupos monofiléticos (I, lla, 1lb e I11) identificados pela rede de haplétipos (Figura 3D).
Os clados Ila e Ilb foram recuperados como irmaos com alto suporte (MV: 84%, MP:
96%). Pela MV (Figura 3A), as relagdes entre os clados de S. lillium e do grupo externo
S. tildae ndo foram esclarecidas (suporte MVV<50%), enquanto que Artibeus lituratus e
Carollia perspicilata se posicionaram externamente ao clado de Sturnira. Pela MP, S.
lilium foi recuperado como monofilético com 79% de bootstrap, distinto de S. tildae,
Artibeus lituratus e Carollia perspicilata. Os clados | e Il (lla+llb) se agrupam com
66% de bootstrap.

Para o método de NJ (Figura 3B), somente os clados I, Ila e Ilb de S. lillium
foram recuperados com alto suporte. Os clados I e 11 (1la+l1b) foram recuperados como
grupos irmaos com baixo suporte de 59%. Pela IB apenas o clado | foi recuperado com
suporte igual ou superior a 95%, as demais amostras formam uma politomia basal (dado
ndo mostrado).

As distancias genéticas (Figura 3E) entre os grupos de S. lilium observados na
rede de hapl6tipos e nas analises filogenéticas variaram 1% dentro dos clados, 2% entre
os clados Ila e 1lb e 5-8% entre os clados I, Ila, I1b e I1l. A distancia dentro de S. tildae

foi de 1%, e de10-11% entre S. tildae e os demais clados de S. lilium.
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Figura 3. (A) Filogenia do gene Citocromo c oxidase | pelo método de Méaxima Verossimilhanga (MV) e (B) pela Maxima Parcimdnia (MP) e Neighbor-Joining (NJ). Os
valores préximos aos nds representam o bootstrap, MV em A e NJ-MP em B. Valores inferiores a 50% ndo sdo apresentados. As cores representam os clados obtidos
correspondendo a localizagdo no (C) mapa dos pontos amostrais e na (D) rede de haplétipos. O tamanho de cada circulo é proporcional a frequéncia do haplétipo e as

linhas ao nimero de passos mutacionais. No quadro (E) estdo indicados os valores de distancia genéticas par-a-par (interclados) e intraclados, calculados por Kimura-2-
parametros.




CITOCROMO b

Das 172 sequéncias do gene Cit b, 138 (80,2%) apresentam 1122 pb e 34
(19,8%) obtidas do GenBank apresentam de 435 a 572 pb. Para o célculo do nimero de
haplotipos, diversidades haplotipica e nucleotidica, e rede de haplétipos foram
utilizados somente os 435 pb disponiveis para todos os 172 individuos. Para os estudos
de filogenia, foram utilizadas as sequéncias totais para todos os individuos, pois analises
preliminares mostraram que os maiores valores de bootstrap das analises filogenéticas
foram obtidos quando mantidas as sequéncias com o maior numero de pares de base
possivel.

Em 435 pb foram identificados 89 haplétipos (C1-C89) com 128 sitios variaveis,
sendo 98 parcimoniosamente informativos, com diversidade haplotipica (h=0,94) e
diversidade nucleotidica (dn=0,033) altas.

A rede de haplétipos revelou a formacdo dos trés agrupamentos correspondentes
aos grupos I, Il e 111 observados pelo COI, com a mesma subdivisdo dos grupos lla e I1b
(Figura 4D).

Um resultado discrepante foi observado para sete individuos da Mata Atlantica
(PDAOQ5/Santa Teresa/ES, AD265/Itatiaia/RJ, QUEOQ05/Unai/MG, CA50 e
CAB85/Cubatdo/SP e AD407 e AD408/Cajuru/SP) que geraram cinco haplétipos (C9,
C18, C42, C54 e C60) incluidos no grupo lla nas andlises de Cit b. Os mesmos
individuos na anélise pelo COI geraram hapl6tipos que agruparam no grupo Ill. Esse
agrupamento no Cit b foi chamado de grupo Ila+5.

Ainda na rede de hapl6tipos, os grupos llb e Il se separaram por 17 passos
mutacionais, os grupos lla+5 e | por 14 passos, enquanto os grupos lla+5 e Ilb por dois
passos (Figura 4D). Internamente a cada grupo, os haplotipos se diferenciaram por até
dez passos mutacionais.

O compartilhamento de haplétipos entre populacdes de diferentes localidades
ocorreu dentro dos grupos, totalizando 12 haplétipos compartilhados. No grupo | dois
haplotipos foram compartilhados entre populacBes da Guatemala. No grupo Il trés
haplotipos foram compartilhados por populagdes da Guiana, Suriname e Para. O grupo
Il apresentou sete hapl6tipos compartilhados, sendo o C1 como o mais frequente,
aparecendo em 42 individuos amplamente distribuidos por localidades no leste do Brasil

e na Bolivia.
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Para as analises filogenéticas os sitios ausentes das sequéncias obtidas do
GenBank foram considerados como dados perdidos (n). Para a MV e IB o modelo
evolutivo mais adequado foi 0 HKY+G com o valor de gamma 0,17. Pela MV (Figura
4A). Em IB, trés clados foram recuperados compativeis com os agrupamentos I, 11+5, e
Il observados pela rede de hapldtipos, com alto suporte (acima de 92% e 96%,
respectivamente). A separacao entre os clados lla+5 e Ilb foi recuperada com baixos
suportes (inferior a 89% na IB e 61% na MV). Pelo NJ (Figura 4B) e MP a subdiviséo
nos clados lla+5 e 11b n&o foi recuperada, e os clados | e 11+5 apareceram como grupos
irmé&os.

Diferente dos outros métodos, em NJ o clado 1l incluiu S. tildae, e em MP esses
hapldtipos formaram uma politomia basal. Nenhuma das topologias recuperou S. tildae
COMO grupo externo.

Diante da inesperada presenca de amostras no grupo Il de Cit b, que haviam sido
incluidas no grupo 11l pelo COIl, os quadros de leitura do gene Cit b foram gerados, em
busca de evidéncias que sugerissem a ocorréncia pseudogenes. Codons de parada foram
observados em dois dos cinco haplétipos. Todas as sequéncias que apresentaram cddons
de parada ou o posicionamento conflitante foram retiradas da matriz de dados, e que foi
utilizada para gerar novas filogenias (Figura 5).

As topologias das arvores de NJ, MP e MV (Figura 5A) foram similares as
obtidas no COI, com a formacédo dos clados I, Il e Ill geograficamente estruturados.
Quanto a divisdo do clado I, somente o grupo Ilb foi recuperado como monofilético.
Em NJ e MP (dados ndo mostrados), os clados | e Il se uniram como grupos-irmaos,
mas com baixo bootstrap (53 e 45%, respectivamente). A relacédo entre os clados de S.
lilium e S. tildae néo foi esclarecida.

Distancias genéticas foram calculadas entre os clados I, lla, Ilb, 11, S. tildae e
variaram 1% dentro dos clados, 2% entre os clados lla e I1b, 5-7% entre os clados I, Il e
I1l. A divergéncia entre os clados de S. lilium e S. tildae foi de 7-9%. (Figura 5B).
Valores estes, proximos aos observados pelo COl. A distancia genética entre os cinco
haplotipos conflitantes do clado Ila+5 e o clado Ill foi de 7%, e entre os cinco
haplo6tipos e os demais haplotipos do clado lla foi de 2%. Ou seja, a divergéncia foi

superior a comumente observada intraclados (1%).
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Figura 5. (A) Filogenia do Citocrromo b pelo método de Maxima Verossimilhanga, excluindo amostras

com suspeita de pseudogenes. Os valores proximos aos nés representam os valores de bootstrap, valores

inferiores a 50% nao sdo apresentados. As cores nas filogenias representam a origem das amostras no (B)

mapa com o0s pontos amostrais. No quadro (C) estéo indicados os valores de distancia genéticas par-a-par

(interclados) e intraclados, calculados por Kimura-2-pardmetros.

REGIAO HIPERVARIAVELI DO D-loop

Para a regido hipervariavel do D-loop foram utilizadas 101 sequéncias com 396

pb cada. Excluindo os sitios perdidos, foram identificados 85 haplétipos (D1-D85) em

380 pb com 91 sitios varidveis, sendo 60 parcimoniosamente informativos. As

diversidades haplotipica e nucleotidica foram altas (h=0,99 dn=0,034).

Pela rede de haplétipos ndo foi possivel distinguir perfeitamente os quatro

grupos (I, Ha, 1lb e 1) recuperados nas analises do COIl e Cit b (Figura 6D). Assim
como no Cit b, amostras do sudeste do Brasil (QUEO5, AD408, CA50 e PDAOQ5), além

de uma amostra do sul (AD549), agruparam em lla+5. Além dessas, outras quatro
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amostras do sul e sudeste do Brasil (AD183, AD269, AD696 e PDA02) foram incluidos
no grupo Ilb (I1b+4). Tais amostras inseridas no grupo Ilb do D-loop agruparam com o
grupo Il ou ndo foram incluidas nas andlises de COI e Cit b. As amostra CA85 e
ADA407, que pelo Cit b pertencem ao grupo lla, pelo D-loop e COI séo incluidos no
grupo Il1. O posicionamento dessas amostras em cada um dos marcadores é apresentado

na Tabela 2.

Tabela 2. Incongruéncias observadas quanto a posicdo de amostras da Mata
Atlantica (Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo e Parand)
nos clados das anélises dos genes COI, Cit b e D-loop. E a posicdo de cada amostra

nos diferentes marcadores.

Individuo Localidade Clado esperado? Clado observado?
COl Citb D-loop

CA50 Cubat&o/SP Il na lla lla
QUEO05 Unai/MG 1l na lla lla
AD408 Cajuru/SP Il na lla lla
PDAO5 Santa Teresa/ES 1l 1l lla lla
AD265 Itatiaia/RJ Il na lla na
CA85 Cubatdo/SP i i lla i
ADA407 Cajuru/SP I I lla 1l
AD269 Itatiaia/RJ 1l na na b
PDA02 Santa Teresa/ES Il na na b
AD183 Entre Rios/BA Il Il na b
ADG696 Morretes/PR Il Il 11 Ilb
AD549 Foz do Iguagu/PR Il na 11 la

'paseado na distribuicdo geografica dos individuos. 2na=nao analisada

No total, dez haplo6tipos foram compartilhados entre as populagdes, todos
pertencentes ao grupo 1. O haplétipo D3 foi o0 mais frequente e compartilhado por seis
individuos.

Para as analises de MV e IB o0 modelo evolutivo mais adequado foi 0 HKY+I1+G
com 0,552 de proporcdo de sitios invariaveis e 0,419 de valor gamma. Quatro clados
referentes aos agrupamentos da rede de haplotipos foram recuperados com suportes de
56 a 89% pela MV (Figura 6A).

Os clados Ila+5 e Il1b+4 foram recuperados com altos suportes na também pela
MP e NJ (Figura 6B), ambos incluiram amostras do sul e sudeste do Brasil como
descritos para a rede de hapldtipos, mas néo recuperaram o clado I1l, cujos haplétipos

formaram uma politomia basal. Os trés métodos recuperaram os clados Ila+5 e Il1b+4

30



como grupos irmdos, apesar de baixo suporte (<50%). Um clado abrangendo Ila+5,
IIb+4 e a amostra representativa do grupo | foi recuperado na MV e MP, mas também
com baixo suporte. A IB so recuperou o clado lla+5, as demais amostras se uniram em
uma politomia basal. Na MV e IB as amostras de S. lilium se agruparam em um grupo
monofilético com alto suporte (100%).

Em analogia ao procedimento do Cit b, as amostras conflitantes foram retiradas
e as analises foram rodadas novamente.

Pela MV os clados I, Ila e IIb foram recuperados com alto suporte (60 a 92%).
Os clados lla e 1lb também foram recuperados como irméos (49%) e proximos ao clado
I (33%), mas com baixos suportes (Figura 7A). Na MP e NJ os clados Ila e Ilb também
foram recuperados como irmaos (68 a 97% de bootstrap). Nessas analises as amostras
do grupo Il formaram uma grande politomia basal (dados ndo mostrados). Pela 1B
apenas o grupo lla foi recuperado com suporte superior a 95% (dados ndo mostrados).

Distancias genéticas foram calculadas entre os clados de S. lilium (1, Ila, I1b, 111)
e variaram de 2 a 5% dentro dos clados, 6% entre os clados lla e llb, 6 a 9% entre 0s
clados I, Ila, llb e 111. S. tildae se diferenciou em 14-16% dos demais clados de S. lilium
(Figura 7B).

Os haplétipos do sul e sudeste do Brasil que foram retirados da analise do D-
loop se distanciam em 7% dos hapl6tipos do clado 11l e em 3% dos demais haplétipos
do clado Ila. Os haplétipos do sul e sudeste do Brasil que foram retirados no clado Ilb
se distanciam em 6% dos hapl6tipos do clado 11l e em 2% dos demais haplétipos do
clado Ilb. Ou seja, ao contrario do Cit b, a distancia dessas amostras para o clado 1l esta

de acordo com o que é comumente observado nas divergéncias intraclado (2-5%).
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Figura 6. (A) Filogenia da regido D-loop pelo método de Maxima Verossimilhanga (MV) e (B) pelo Neighbor-joining (NJ). Os valores proximos aos nos representam 0s
suportes em MV em A e Inferéncia Bayesiana — Maxima Parciménia — NJ em B, respectivamente. As cores nas filogenias representam as localidades no (C) mapa dos pontos
amostrais com a correspondéncia na (D) rede de haplétipos. O tamanho de cada circulo € proporcional a frequéncia do haplotipo e as linhas ao nimero de passos mutacionais

No quadro (E) estao indicados os valores de distancia genéticas par-a-par (interclados) e intraclados, calculados por Kimura-2-parametros.
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33



ANALISE CONCATENADA COI+CITB

Para as analises das sequéncias dos genes COIl e Cit b concatenadas, as sete
amostras conflitantes (PDA05-Santa Teresa/ES, AD265-Itatiaia/RJ, QUE05-Unai/MG,
CA50 e CA85-Cubatdo/SP e AD407 e AD408-Cajuru/SP) também foram excluidas.

Dos 1087 pb das sequéncias concatenadas de 105 individuos, foram observados
216 sitios polimorficos, sendo 157 parcimoniamente informativos e gerando 86
haplotipos (F1-F86). As diversidades haplotipica e nucleotidica foram altas (dh=0,99 e
dn=0,028).

A configuracdo da rede de hapl6tipos confirmou a formagéo de quatro grupos
(Figura 8D), sendo o grupo | separado dos grupos Il e Il por 44 e 56 passos
mutacionais, respectivamente. Os grupos lla e 1lb se separam por 10 passos. Dentro de
cada um dos quatro grupos, os haplotipos se separam por até 11 passos mutacionais.
Houve o compartilhamento de um haplétipo (F88) entre duas populag¢des do grupo | e
de cinco haplétipos (F3, F7, F8, F17 e F45) entre popula¢des do grupo Ill, sendo o F7 o
mais frequente, presente em 10 individuos de localidades da Bahia, Espirito Santo,
Parané e Bolivia.

Para a MV e IB o modelo mais adequado foi o GTR+I+G com 0,383 de
proporcdo de sitios invariaveis e 0,638 de gamma. Todas as topologias recuperaram 0s
clados I, lla, 11b e 11l com bootstrap acima de 75 e probabilidade a posteriori acima de
99% (Figura 8A). Mesmo gque com baixo suporte (<73%), todas as topologias foram
congruentes em recuperar os clados | e 11 como irméos, e o clado Ill externo a eles
(<83%). S. tildae foi recuperada como grupo externo a S. lilium em todas as analises.

As distancias genéticas foram calculadas entre os clados 1, lla, llb, 11l e S. tildae.
As distancias entre os clados de S. lilium variaram de 2% entre Ila e 1lb; e 5 a 8% entre
I, lla, 11b e 111, enquanto a distancia interna méaxima foi de menos de 1%. Os clados de

S. lilium e S. tildae se distanciaram entre si entre 9 e 10% (Figura 8C).
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ANALISES POPULACIONAIS E DEMOGRAFICAS

Para as analises populacionais, as amostras PDA05, AD265, QUE05, CA50,
CAB85, AD407 e AD408 foram excluidas das analises populacionais do Cit b e as
amostras AD183, PDA05, PDA02, AD269, QUE05, CA50, AD408, AD549 e AD696
da analise do D-loop.

Em geral, as populagdes apresentaram altos indices de diversidade haplotipica
(dh=0,94; 0,94 e 0,99), sendo superiores a 0,6 em 85% das populacdes para o COI, em
todas as 26 populacdes para o Cit b, e igual a 1,0 nas 14 populagdes para o D-loop
(Tabela 3).

A diversidade nucleotidica geral também foi alta, sendo dn=0,038 para o COI,
dn=0,031 para o Cit b e dn=0,030 para o0 D-loop. A diversidade nucleotidica do COI foi
baixa nos grupos | e 11l enquanto no grupo Il e nos trés grupos pelo Cit b e D-loop foi
alta (Tabela 3).

Os indices de fixacao geral das populacbes foram significativamente altos para
COl e Cit b (Fst=0,88 e 0,62), indicando forte estruturacdo geografica da diversidade
genética, caracteristica confirmada pela AMOVA, que indicou a maior porcentagem da
variacao entre as populagdes (87,7 e 61,8%). Contudo os valores de D-loop foram mais
baixos Fst=0,18 e 18,5% da variagéo entre as populagdes.

Analisando os valores de Fst por pares de populacdes, valores muito altos sdo
observados quando confrontadas populaces dos grupos |, Ila, I1b e Ill, enquanto que
valores menores foram registrados entre populacbes do mesmo grupo, exceto para
Darien/Panama. Pelo gene COl, esta populagdo apresentou valores de Fst altos quando
comparada com todas as demais populacBes. Pelo Cit b as populaces de Cajuru e
Barima-Waini, que apesar de serem de grupos distintos tiveram Fst<0,6, mas estes
valores ndo foram estatisticamente significativos (Tabela 5). Pelo D-loop os valores de
Fst sO sdo significativos entre Juriti/PA (Unica populacdo do grupo Il) e as demais
populagdes (todas pertencentes ao grupo I11), que variou de 0,38 a 0,49, e entre Aguia
Branca/ES e Ribeirdo Grande/SP (Fst=0,10).

Considerando o cenario em que os clados I, 11 e 11l sdo grupos de populacGes €
possivel constatar a forte estruturacdo entre grupos (Fct=0,92; 0,76 e 0,65) e pouca entre
as populacdes dentro dos grupos (Fsc=0,1; 0,12 e -0,07), com 91,7; 76,3 e 64,7% da

variabilidade entre grupos (Tabela 4).
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Pelo COI o nimero de migrantes entre as populacdes do mesmo grupo variou de
0,3 a infinitos migrantes por geracdo, e menor que 0,14 migrantes por geracdo entre
populacbes de grupos diferentes. Pelo Cit b o nimero de migrantes dentro dos grupos
variou de 0,6 a infinitos e de 0,012 a 0,333 entre os grupos. Pelo D-loop 0 nimero de
migrantes por geracao variou de 4,4 a infinitos dentro dos grupos e até 0,8 migrantes
entre grupos.

Os testes de neutralidade foram negativos e significativos, sugerindo expanséo
populacional recente no Cit b para os grupos | (Fs de Fu e D de Tajima) e Il (Fs de Fu),
e para o grupo Il em todos os marcadores e ambos os testes (Tabela 3).

O teste da soma dos desvios dos quadrados (SSD) so6 foi significativo para o
grupo | em Cit b. Nesse caso, a distribuicdo mismatch segue a curva de distribuigéo
observada. Os grupos apresentaram curvas unimodais, indicando expanséo populacional
recente, exceto no grafico referente ao grupo Il no COI, que apresentou curva bimodal,

indicando equilibrio populacional. (Figura 9).
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Tabela 3. Dados genéticos e testes de neutralidade para cada populacdo, clado e total em cada marcador.

Populagtes col CITB D-LOOP
n H dh dn Fsde Fu T?tjid;a N H dh dn Fs de Fu D de Tajima N H dh dn Fs de Fu ng?rﬁa
MEXICO
Quintana Roo 5 1 0 0 34x10% 0.00000 2 - - - - - - - - - - -
GUATEMALA
CLADO El Progreso 5 2 04 0001 0.00000 -0.81650 - - - - - - - - - - - -
Peten 5 5 1,0 0,007 -7.58197 -1.19955 5 2 0,6 0,002 -4.29249 1.45884 R - B R B R
EL SALVADOR
Ahuachapan 5 4 09 0003 -1.55426 -0.41017 3 3 1,0 0,002 -0.34093 0.00000 - - - - - -
Total Cladol 26 13 0,72 0,003 -1.89214 -1.16585 13 7 087 0,005 -27.10973 -2.30752 5 = = - - -
PANAMA
Darien 4 3 083 0,006 -3.30387 -0.82407 1 - - - - - - - - - - B
SURINAME
Sipaliwini 5 4 09 0,007 -0.82472 -0.89450 - - - - - - - - - - - -
Brokopondo 5 3 08 0009 -1.63258 1.49083 5 2 0,6 0,007 -1.63258 1.74258 - - - - - _
GUIANA
Upper Takutu-Upper 5 5 10 0011  -1.11253 0.88451 - - - - - - - - - - -
CL',L\,DO Barima-Waini 5 5 10 0014  -0.83231 -0.03410 4 4 1,0 0,011 -0.43907 111654 N - - - - -
Cuyuni-Mazaruni 5 2 04 0005 -0.54175 -1.17432 - - - - - - - - - - - B
Potaro-Siparuni 4 4 10 0012  -2.11598 -0.64018 - - - - - - - - - - - B
Demerara-Mahaica 3 3 10 0010 0.01708 0.00000 - - - - - - - - - - - -
EQUADOR
Napo 5 5 1,0 0,006 0.58779 -0.85540 5 5 1,0 0,004 -2.67988 -1.14554 R - - R . R
BRASIL
Para
Juriti - - - - - - 4 4 1,0 0,015 0.93592 0.77191 4 4 1,0 0,048 1.03868 0.71866
Total CladoIl 50 33 094 0,011 -3.11814 0.95877 29 20 096 0,010 -25.09940 -1.34649 11 11 1,0 0,053 -2.46355 0.16904
Bahia
Caravelas 3 2 067 0,001 -1.80529 0.03892 3 3 1,0 0,010 1.27198 0.00000 3 3 1,0 0,012 0.45758 0.00000
CLADO Entre Rios 4 4 1,0 0,006 -1.80529 0.00000 3 3 1,0 0,021 2.02310 -0.00000 2 - - - - -
1] Espirito Santo
Aguia Branca 8 5 0,79 0,002 -2.19722 -1.63982 8 8 1,0 0,008 -2.35096 -1.79392 4 4 1,0 0,025 0.27383 -0.33131
Castelo 3 3 10 0,003 -8.56620 0.00000 3 3 1,0 0,004 0.13353 0.00000 3 3 1,0 0,024 1.10338 10889294
Nova Venécia - - - - - - 4 4 1,0 0,004 -0.56837 -0.15360 4 4 1,0 0,025 0.23162 -0.67840
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Tabela 3. Continuacdo

Populacdes col CITB D-LOOP
n H dh dn Fs de Fu TD__de N H dh dn Fs de Fu D de Tajima N H dh dn Fs de Fu D_fje
ajima Tajima
Espirito Santo
Santa Teresa 9 4 058 0,001 -2.59633 -1.74150 4 4 1,0 0,003 -1.15708 -0.31446 2 - - - - -
Sooretama - - - - - - 3 2 0,67 0,001 -2.19722 0.00000 - - - - - -
Rio de Janeiro
Itatiaia 6 6 10 0,005 -0.69315 -1.12062 5 4 0,9 0,010 1.72974 -0.16142 2 - - - - -
Séo Paulo
Cajuru 4 4 1,0 0,005 -12.31206 0.17969 3 3 1,00 0,024 2.16011 0.00000 3 3 1,0 0,019 0.80681 0.00000
Cunha 13 9 0,95 0,005 -3.12788 -1.73962 5 4 0,9 0,006 0.93233 -0.13015 3 3 1,0 0,017 0.70320 0.00000
CLADO Galia - - - - - - 4 4 1,0 0,004 -1.23676 -2.10172 - - - - - -

1l Ilha de S. Sebastido 2 - - - - - 3 3 1,0 0,008 0.98676 0.00000 3 3 1,0 0,020 0.98676 0.00000
Ribeirdo Grande 6 6 1,0 0,004 -13.39436 -1.40833 6 5 0,93 0,007 0.39079 0.24000 4 4 1,0 0,018 -0.06549 -0.62393
Salesépolis 17 13 0,96 0,004 -1.15708 -1.93829 6 4 0,8 0,005 -0.17480 0.89863 4 4 1,0 0,015 -0.28768 0.00000
Sete Barras 4 4 1,0 0,005 -3.57660 -0.31446 6 5 0,94 0,009 0.90380 0.01340 3 3 1,0 0,007 -0.34093 0.00000

Parana

Arapoti 1 - - - - - 3 3 1,0 0,003 -0.07696 0.00000 3 3 1,0 0,010 0.13353 0.00000

Foz do Iguagu 2 - - - - - 3 2 0,67 0,008 3.92307 0.00000 2 - - - - -

Guaratuba 9 8 097 0,003 -0.69315 -0.56386 6 6 1,0 0,012 -0.43395 0.35339 3 3 1,0 0,017 0.70320 0.00000

Morretes 3 3 1,0 0,003 -21.85958 0.00000 3 3 1,0 0,016 1.75539 10622259 2 - - - - -

St? Terezinha do Itaipu 5 4 09 0,003 -8.27180 -0.90688 6 4 0,87 0,014 3.65580 0.70930 3 3 1,0 0,010 0.13353 0.00000
Total Clado I 128 45 09 0,004 -19.39834 -2.23319 123 59 0,89 0,011 -27.03421 -2.43767 81 66 0,99 0,018 -24.93782 -1.65961

TOTAL 205 82 094 0,038 165 85 094 0,031 93 77 0,99 0,030

n = NUmero de sequéncias; H = nimero de haplétipos; dh = diversidade haplotipica e dn = diversidade nucleotidica. P<0,05 em negrito.
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Tabela 4. Calculos de variabilidade genética dentro das populacdes, entre populacbes e entre grupos de
populacBes em cada um dos trés marcadores.

AMOVA ..
O L Estatistica-®

Porcentagem da variagéo

Marcador —
Entre arunos Entre populagdes dento Dentro das
grup dos grupos populacdes Fsc Fet Fst

Col 91,65 0,84 7,51 0,10 0,92 0,92
CitB 76,34 2,8 20,86 0,12 0,76 0,79
D-loop 64,74 -2,33 37,60 -0,07 0,65 0,62
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Tabela 5. Valores de Fst entre populagdes para o gene Citocromo ¢ oxidase I. Em vermelho, azul e verde estdo os valores entre populagdes nos grupos I, Il e I, respectivamente e em tons de cinza os

valores entre populagdes de grupos distintos.

- ! 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

POPULACOES m T
- El Progreso

Peten

Ahuachapan

Quintana-Roo
5 Napo
6  Upper Takutu 0.18
7  Barima-Waini 0.09 -0.06
8  Cuyuni-Mazaruni 0.03 -0.00 -0.08
9  Potaro-Siparuni 042 -004 -002 0.25
10 Demerara-Mahaica 006 -023 -022 -021 -0.03
11 Sipaliwini 0.05 -0.11 -0.08 -0.17 017 -0.25
12 Darien 0.68 042 0.34 0.62 0.26 0.46 0.57
13 Brokopondo 035 -0.14 -0.02 015 -0.15 -0.13 005 0.36
14 Santa Teresa 0.98 0.96 0.94 0.93 0.96 0.94 096 0.96 0.94
15 Castelo 0.94 0.89 087 0.94 0.89 0.92 093 0.93 0.91| 0.04
16 Aguia Branca 0.95 0.93 0.92 0.96 0.93 0.95 095 095 094| -0.03 -0.01
17 Entre Rios 0.93 0.89 0.87 0.93 0.88 0.91 092 092 0.90| 0.21 0.07 0.18
18 Caravelas 0.95 0.90 0.88 0.95 0.90 0.93 094 094 091| -0.08 -0.00 -0.08 0.06
19 Ribeirdo Grande 0.94 091 0.90 0.94 0.91 0.93 093 094 092| 002 -003 -0.01 0.09 -0.10
20 lItatiaia 0.93 0.90 0.89 0.94 0.90 0.92 093 093 091| 001 -006 -0.01 011 -010 0.02
21 Cajuru 0.93 0.89 0.8 0.94 0.89 0.91 092 093 09| 008 -006 007 -006 -011 0.04 0.02
22 Guaratuba 095 092 091 095 092 094 094 094 093| 003 -006 003 017 -003 008 002 0.03
23 Sta Terezinha 094 091 089 094 091 093 093 094 092| 009 -001 005 012 -003 -002 0.04 0.04 0.01
24 Sete Barras 0.93 0.89 087 0.93 0.89 0.91 092 093 090| 0.06 -0.09 0.07 0.10 -0.06 0.06 0.02 -0.04 -0.07 -0.00
25 Salesopolis 0.95 0.93 0.92 0.95 0.93 0.94 094 094 093| -003 -008 -003 016 -009 001 -0.02 003 -0.00 0.02 0.01
26 Morretes 0.94 0.89 087 0.94 0.89 0.92 093 0.93 0.91| 0.04 0.00 0.03 0.02 -033 -003 -0.02 -0.02 -0.04 -004 -0.05 0.00
27 Cunha 094 092 091 094 092 093 094 094 093| -000 -0.06 -003 012 -011 -001 ©0.00 0.03 002 -0.05 003 -0.01 -0.02
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Tabela 6. Valores de Fst entre populacdes para o gene Citocromo b. Em vermelho, azul e verde estdo os valores entre popula¢fes nos grupos I, 11 e 111, respectivamente e em tons de cinza os valores

entre populacdes de grupos distintos.

POPULACOES 3 4II 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16III 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
-Ahuachapan

- Peten

3 Barima-Waini 0,00

4 Brokopondo -0,12 0,00

5 Napo 0,44 0,45 0,00

6 Juriti -106830 -103455 -0,55 0,00

7 Caravelas 0,74 0,80 0,84 0,78 | 0,00

8 Entre Rios 0,60 0,69 0,74 0,72 |-0,02 0,00

9 AguiaBranca 0,75 0,79 0,81 083 |-0,02 028 0,00

10 Castelo 0,84 0,88 0,91 082 | 013 024 0,02 0,00

11 Nova Venécia 0,83 0,86 0,90 083 | 013 030 005 -0,09 0,00

12 Sooretama 0,88 0,91 0,95 084 | 014 029 000 022 -001 0,00

13 Arapoti 0,85 0,88 0,92 082 | 006 021 -007 020 017 045 0,00

14 Foz do Iguacu 0,79 0,83 0,87 080 | 003 018 -002 014 011 022 0,02 0,00

15 Guaratuba 0,68 0,73 0,76 0,78 | 009 027 009 003 006 005 003 005 0,00

16 Morretes 0,67 0,73 0,77 0,75 |-002 018 008 010 012 010 009 005 0,09 0,00

17 Sta. Terezinha 0,66 0,71 0,74 0,77 | 010 024 013 014 016 012 008 -005 0,18 0,12 0,00

18 Cunha 0,74 0,79 0,82 080 | 004 027 008 016 018 018 005 010 0,16 0,06 0,18 0,00

19 llha S. Sebastido 0,81 0,84 0,87 084 | 004 033 007 026 024 024 019 016 015 0,07 017 014 0,00

20 Ribeirdo Grande 0,79 0,84 0,87 080 |004 021 002 007 007 026 004 004 0,05 -0,01 0,11 008 010 0,00

21 Salesopolis 0,78 0,81 0,84 083 |006 032 004 014 014 007 010 013 0,12 0,11 019 015 013 015 0,00

22 Sete Barras 0,83 0,86 0,89 08 |031 039 022 033 032 041 029 029 0,20 0,31 029 028 036 028 031 0,00

23 Galia 0,73 0,78 0,81 081 | 004 028 005 006 010 007 002 008 012 0,06 0,14 007 008 005 010 025 0,00

24 ltatiaia 0,86 0,88 0,92 068 |-05 -021 -053 -049 -057 002 -026 -028 -042 -113619 -026 -020 -0,35 -049 -063 007 -0,70 0,00

25 Santa Teresa 0,86 0,89 0,92 084 | 012 031 001 006 -003 002 021 015 0,05 0,13 015 018 022 013 0,09 036 0,08 -050 0,00
26 Cajuru 0,58 0,67 0,71 073 {013 023 029 024 029 025 019 016 019 0,04 023 021 030 016 027 043 022 -087 030 0,00
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Figura 9. Graficos de distribuicdo mismatch em que as barras indicam as frequéncias observadas e as
linhas indicam a frequéncia esperada baseada no modelo de expansao populacional. Os valores do eixo X

indicam o nimero de diferencas entre os haplGtipos e o eixo Y a frequéncia dos haplétipos. (A - C)
Grupos |, 11 e 111 pelo COl, respectivamente. (D - F) Grupos I, Il e 111 pelo Cit b, respectivamente. ( G -

H) Grupos Il e 111 pelo D-loop, respectivamente.
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DISCUSSAO

Analisando tanto as topologias quanto as redes de haplotipos de modo geral, €
possivel observar a congruéncia na formacéo de trés grupos monofiléticos em Sturnira
lilium, com alto suporte e geograficamente estruturados. O grupo | é o de distribuicdo
mais norte, e formou-se pelas amostras do sul da América do Norte (México) e norte da
América Central (Guatemala, El Salvador, Honduras e Nicaragua), o grupo Il, com
distribuicdo mais central, incluiu amostras do sul da América Central (Panama) e norte
da América do Sul (Venezuela, Equador, Peru, Guiana, Suriname e Pard) e o grupo Il é
0 que possui distribuicdo mais ao sul, formado por amostras da regido central da
América do Sul (nordeste, sul e sudeste do Brasil e Bolivia). Este padrdo de
estruturacdo foi perturbado pela presenca de algumas amostras nas analises do Cit b e
D-loop, que serdo discutidas mais a diante. A exclusdo dessas amostras resultou em
congruéncia na composicao dos clados, independente do marcador ou da analise.

Além dos trés clados principais, foi possivel identificar a subdivisao do clado 11
em dois clados (lla e 1lb) que aparecem como irmdos em todas as andlises. Estdo
incluidas no grupo Ila amostras de Equador, Peru, Guiana, Suriname e Para, enquanto
que no grupo b ocorrem amostras de Panama, Guiana, Suriname e Para.

Ao contrério da distribuicdo dos grupos I, Il e 111, os clados Ila e I1lb ocorrem em
simpatria parcial, com sobreposicdo da distribuicdo observada em localidades da
Guiana, Suriname e Para, de modo que amostras oriundas dessas localidades podem
pertencem tanto a Ila quanto a Ilb. Apesar da divisdo em trés clados geograficamente
estruturados e altamente divergentes ja ter sido reportada em trabalhos prévios
(Ditchfield, 2000; Clare et al., 2011), a subdivisdo do clado I, bem como filogenias a
partir de sequéncias do D-loop, séo apresentados pela primeira vez.

O fato das filogenias de Maxima Parcimdnia e Neighbor-Joining do Cit b ndo
terem recuperado a divisdo em lla e Ilb, deve-se, possivelmente, a adicdo de uma
amostra da Venezuela que ndo foi incluida nas analises de COI e D-loop.

Exceto pela ancestralidade comum entre os clados Ila e Ilb, as relagBes entre os
clados de S. lilium, e desses com S. tildae, ndo foram unanimemente recuperadas em
todas as anélises. Porém, apesar dos baixos suportes, a relacdo entre os clados | e 1l
como grupos irmaos foi recorrente. As filogenias sugeridas por Ditchfield (2000) e

Clare et al. (2011) também recuperaram os clados | e 11 como mais relacionados entre
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si, mas essa relacdo ndo foi comentada, provavelmente devido aos baixos suportes
obtidos.

Os trés grupos (1, 11 e 111) ndo compartilharam haplétipos entre si, mas, por todos
os marcadores, foi observado o compartilhamento de haplétipos entre populagdes
diferentes em um mesmo grupo. No grupo Ill, que continha o maior niumero de
amostras e maior amplitude de distribuicdo, foram identificados haplétipos sendo
compartilhados por localidades distantes em até 3000 km (Entre Rios/BA e
Tarija/BOL). Este resultado indica a forte estruturacdo entre os grupos e fraca entre
populacdes do mesmo grupo. Os valores da AMOVA e da estatistica-®, que mostraram
diferencas entre grupos superiores as populacdes dentro de cada grupo (Fsc), confirmam
a estruturacao forte entre os grupos e fraca entre as populagdes.

Valores de Fst proporcionalmente baixos entre os pares de populac6es dentro de
um grupo indicam fluxo genético entre elas. Por outro lado, valores préximos a 1 foram
observados entre pares de populacdes de grupos diferentes, sugerindo o isolamento
genético entre elas, caracterizado por pouco ou nenhum fluxo genético.

Outro pardmetro utilizado para inferir a estrutura genética das populacdes é a
distancia (ou divergéncia) genética entre sequéncias. Os valores observados entre
sequéncias de um mesmo grupo foram baixos, cerca de 1%, em relacdo aos valores
entre os trés grupos, que variaram de 5 a 8%. Martins et al. (2007) ja havia relatado que
em morcegos a divergéncia como observada em S. lilium é uma das divergéncias
intraespecificas mais altas entre morcegos neotropicais. Altos valores de divergéncia
encontrados no presente trabalho (até 7% para Cit b e 8% para o COI) foram proximos
aos de estudos prévios em que os valores variaram de 4 a 6% pelo Cit b (Ditchfield
2000; Lopes 2008) e em média 8,9% para o COI (Clare et al., 2011).

Baixos valores de distancia genética entre as sequéncias de uma populacdo e
mais altos entre populacdes geograficamente distantes sdo esperados dentro de uma
espécie, se o isolamento por distancia (Wright, 1943) for um processo considerado. Este
modelo prevé a correlacdo entre distancias genética e geografica, de modo que quanto
maior a distancia geografica, maior a distancia genética, pois individuos mais préximos
geograficamente tem maior probabilidade de cruzarem, e consequentemente maior fluxo
génico entre populagdes mais proximas.

Estudos prévios sugerem que o padrdo para morcegos de distribuicdo continental
seja o0 de baixos niveis de divergéncia intraespecifica com pouca estruturacdo geografica

devido a alta capacidade de dispersdo dos individuos, facilitando a manutencgéo de alto
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fluxo génico, mesmo entre populacdes distantes (Patterson et al., 1992; Sinclair et al.,
1996; Ditchfield, 2000). Este padréo € observado em espécies como Artibeus lituratus e
Carollia pespicillata (Ditchfield, 2000; Clare, 2011).

Em S. lilium, identificamos a existéncia de forte estruturacdo com alta
divergéncia quando € considerada toda a distribuicdo da espécie, mas analisando
individualmente cada um dos trés grupos (I, 11 e 111), eles apresentam o padrédo proposto
de baixa divergéncia génica e pouca estruturacao geografica.

Casos documentados de forte estruturacdo geografica da diversidade genética em
morcegos sdo o0s das espécies Desmodus rotundus (Martins et al.2007) e Lonchorhina
aurita (Lopes & Ditchfield 2009; Azevedo, 2013). No entanto, tais espécies possuem
caracteristicas distintas das observadas em S. lilium, como a capacidade de dispersao
reduzida devido a restricdo alimentar e habito cavernicola com forte associacéo a areas
de mata conservada, respectivamente (Voss & Emmons, 1996). Algumas das
caracteristicas associadas a S. lilium sdo: alta capacidade de dispersdo, adaptacdo a
ambientes alterados e hébito alimentar predominantemente frugivo, mas que também
pode incluir o consumo de pdlen e insetos (Gardner, 1977; Zo6rtea 2007). Tais
caracteristicas dificultam o isolamento genético e estdo mais relacionadas a espécies
generalistas, como Artibeus lituratus e Carollia pespicillata, que apresentam um padrédo
genético de pouca de estruturagéo.

Além da estruturacdo, a rede de haplétipos do COIl revelou uma configuracao
para os grupos | e Il em que um haplétipo principal era compartilhado entre varias
populacdes, sendo o mais frequente. Do hapl6tipo mais frequente, diversos haplotipos
se diferenciam por apenas uma mutacgéo (singletons). Ao aspecto visual da rede de um
hapl6tipo central cercado por outros hapl6tipos € dado o nome “rede em forma de
estrela”. Essa configuracdo expressa a auséncia de estruturacdo, pela homogeneidade
genética, e também é tipica de populacGes em crescimento demogréafico, ou expansdo
populacional, identificado pelo excesso de mutagdes Unicas. Indicativos de expansdo
populacional tambem sdo observados pela anélise dos indices de diversidade genética.
Ainda pelo COI, os mesmos grupos | e Ill apresentaram altos valores de diversidade
haplotipica (dh= 0,73 e 0,9) e baixos valores de diversidade nucleotidica (dn=0,003 e
0,004), este resultado pode ser associado a populagdes que passaram pelo processo de
gargalo populacional seguido de rapido crescimento demografico ou efeito fundador.

O grupo II, no entanto, apresentou valores altos tanto para diversidade

haplotipica quanto nucleotidica, 0 que pode representar estabilidade populacional e
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longa histdria evolutiva, ou contato secundario entre linhagens diferentes (Grant &
Bowel, 1998). Pelos demais marcadores (Cit b e D-loop) tanto a rede de haplotipos
quanto os indices de diversidade apontam para estabilidade populacional nos grupos I,
Ielll

As diferencas entre os marcadores podem estar associadas as taxas de evolugdo
especificas de cada um. Dos trés marcadores, o COI é o que normalmente apresenta taxa
de evolucdo mais lenta, indicando que o possivel evento de expansao dos grupos | e llI
talvez ndo tenha a ocorrido tdo recentemente.

As diversidades haplotipica e nucleotidica também sdo altas para o conjunto
total das amostras pelos trés marcadores, indicando que S. lilium como um todo se
encontra em estabilidade populacional.

A hipdtese de expansdo populacional recente para o grupo Il foi corroborada
pelos testes de neutralidade e pelos graficos de distribuicdo mismach nos trés
marcadores. A hipdtese de estabilidade populacional para grupo Il também foi
corroborada pelos testes de neutralidade como um todo, e pelo padrdo multimodal
observado no gréfico de distribuicdo mismach COIl. Embora o Fs de Fu tenha sido
negativo e significativo pelo Cit b, e curvas unimodais tenham sido observadas pelo Cit
b e D-loop. Os testes de neutralidade pelo Cit b e para o COIl e os gréficos de
distribuicdo mismach indicaram expans@o no grupo I, mas os testes de neutralidade do
D-loop indicaram estabilidade populacional.

Sendo assim, de maneira geral, os dados apontam para uma configuracdo em que
os clados I e 11l de S. lilium tenham passado por um evento recente de estrangulamento
genético ou diversificacdo, gerando um crescimento populacional rapido, ou ainda, que
estas populacdes estejam sujeitos a forte presséo seletiva. O clado I, por outro lado,
apresentou sinais tipicos de uma populacdo estavel, ou que tenha sofrido contato
secundario.

Em seu trabalho, Lopes (2008) investigou a histéria demografica apenas do
grupo 11l baseada em sequéncias do Cit b de 10 populacGes. Ela observou altos valores
de diversidade haplotipica e nucleotidica e os associou a um evento de contato
secundario. No presente trabalho foram utilizadas 20 popula¢Bes, com o mesmo
resultado de altos valores de diversidades nucleotidica e haplotipica. Entretanto,
considerando o grupo Il como uma unica populagdo, observamos que 0s testes de

neutralidade, assim como o grafico de distribuicdo mismach, apontaram para um cenario
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de expansdo recente. Esse cendario € corroborado por todos os parametros calculados
pelo COI, além dos testes de neutralidade e grafico de distribuicdo mismach do D-loop.

Pelos dados apresentados no presente estudo, a divisdo de clados de Sturnira
lilium pode ser associada a uma divisdo de biomas, com a formacdo de um grupo
tipicamente de Mata Atlantica (clado I11) e um grupo tipicamente amazénico (grupo I1).
Koopman (1976) descreveu estas duas provincias biogeograficas como grandes areas de
endemismo, leste e oeste, separadas por uma diagonal seca.

Em uma revisdo dos padrbes filogeogréficos em pequenos mamiferos ndo
voadores na Ameérica do Sul, Costa (2003) observou a ocorréncia de um padrdo em que
regibes da Mata Atlantica e da Amaz6nia estariam mais relacionadas entre si. Resultado
este, que pode ser observado em outros grupos de espécies, incluindo Carollia
perspicillata dentre os morcegos, e 0 género Xiphorhynchus dentre aves (Hoffman &
Baker, 2003; Aleixo, 2002). Costa atribuiu a separacdo entre Mata Atlantica e
Amazonia em grupos monofiléticos observada em estudos prévios que trataram o
mesmo grupo de estudo a auséncia de amostras da diagonal seca, destacando a
importancia de adicionar amostras dessa regiéo.

Nossos dados apontam para um padrdo em que individuos da diagonal seca estéo
mais relacionados aos individuos da Mata Atlantica, e juntos eles formam um clado
independente do clado Amazonico. A maior afinidade entre a diagonal seca e a Mata
Atléntica foi relatada por Costa (2003). Vale destacar que a inclusdo de mais amostras
da regido central do Brasil poderia mudar o cenario observado.

Para o clado Amazbnico (clado IlI) a subdivisdio em dois clados com
sobreposicdo de distribuicdo pode ser um indicativo de que os dois clados se
diversificaram em um evento de isolamento recente, mas que ndo foi suficiente para que
ocorresse especia¢do, de modo que 0s grupos estdo em um contato secundario. Os sinais
de equilibrio populacional obsevados para o grupo Il podem, na verdade, ser um reflexo
desse evento.

De maneira geral, os dados obtidos no presente estdo de acordo estudos prévios
que investigaram a diversidade genetica do COI e Cit b em Sturnira lilium. Em sua
analise, Clare e colaboradores (2011) incluiram 245 amostras distribuidas por nove
paises, principalmente entre México e norte da América do Sul, porém somente
utilizaram como representante do clado Il apenas um ponto no sudeste do Brasil. O
presente trabalho inclui 63 localidades na América do Sul, reduzindo bastante o

problema de falta de amostra. Dentre suas conclusdes, Clare e colaboradores (2011)
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defenderam a divisdo de trés linhagens geograficamente estruturadas e bastante
divergentes em S. lilium. Apesar de o presente trabalho incluir amostras que melhor
representam a distribuicdo da espécie, os dados apresentados confirmam a divisdo em
trés linhagens geograficamente estruturadas, mantendo altos os valores de divergéncia
entre elas. Além disso, o presente trabalho ainda revelou a subdivisdo de um dos clados

em dois menos abrangentes com sobreposicao de distribuicéo (l1a e I1b).

PSEUDOGENES EM Sturnira lilium

Pela andlise do Cit b e D-loop foi observado um desvio no padrdo de
estruturacdo geografica da diversidade genética. Doze individuos de Sturnira lilium
oriundos do leste do Brasil geraram haplotipos de Cit b e D-loop mais relacionados ao
grupo Il (Panamé, Venezuela, Equador, Peru, Guiana, Suriname e Pard), enquanto pelo
COIl os mesmo individuos foram incluidos no grupo Il (Brasil e Bolivia).

Sabe-se que genoma mitocondrial estd organizado como uma molécula circular e
que, portanto, nao sofre recombinacgdo, se comportando como um dnico locus. Assim,
espera-se que COI, Cit b e D-loop, revelem sinais filogenéticos congruentes, o que ndo
ocorreu em S. lilium. Uma possivel justificativa para esse resultado poderia ser a
amplificacdo de copias ndo transcritas ou traduzidas originarias do DNA mitocondrial
gue migram para 0 DNA nuclear, chamados NUMTs (Nuclear Mitochondrial)
pseudogenes (Gaziev & Shaikhaev, 2010).

Codons de parada, substituicdes ndo sinbnimas, insercdes e delegdes podem ser
utilizados como elementos indicativos de NUMTs (Bensasson et al., 2001). Estes
indicios ndo sdo aplicaveis ao D-loop, ja que a presenca de codons de parada ou indels
ndo inviabilizam este marcador, pois ele atua como regido controladora, e nao
codificadora de proteinas. No caso do Cit b, trés das sete sequéncias suspeitas
apresentaram substituicbes ndo sindnimas e trés codons de parada (Figura 10). Lopes
(2008) e Ditchfield (2000), ndo mencionam a verificacdo da presenca de cédons de

parada, substitui¢cbes ndo sindbnimas ou indels em seus estudos.
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Figura 10. Quadro de leitura de proteinas das sequéncias do Cit b evidenciando cédons de parada e

substituicdes ndo sindnimas, que podem ser interpretados como indicativos de pseudogenes.

Outra caracteristica que reforca a associacdo dos resultados a presenca de
pseudogenes em S. lilium, é a alta divergéncia genética que os haplotipos conflitantes
apresentam. Pelo Cit b, os cinco haplotipos do sudeste do Brasil em divergem 2% das
demais amostras do clado ao qual pertencem (lla). Ou seja, uma divergéncia superior a
comumente observada intraclado, que é de 1%. Neste caso, os individuos com
posicionamento conflitante podem estar sendo representados por sequéncias de NUMTSs
pseudogenes. Essa suspeita pode ser entendida aos resultados obtidos por Ditchfield
(2000) e Lopes (2008), uma vez que h& compartilhamento dessas amostras nos trés
estudos.

Indicativos substanciais para a associacdo de sequéncias a NUMTSs s6 puderam
ser feitos para o gene Cit b, por ele representar uma regido codificante do genoma
mitocindrial. Entretanto, partindo do pressuposto de que NUMTSs podem ocorrer com
variacdo de tamanho, a presenca de NUMTSs também poderiam explicar os resultados da
regido D-loop.

A maioria das amostras do sudeste brasileiro que agruparam com o clado lla
pelo Cit b também o fizeram pelo D-loop, isto seria possivel caso o fragmento que
originou o pseudogene fosse grande o suficiente para incluir os dois marcadores, ja que
ambos estdo posicionados sequencialmente no genoma mitocondrial. Apesar das
sequéncias de NUMTSs serem tradicionalmente pequenas (inferiores a 1,5 k), fragmento

de até 7,5 kb j& foram relatados na literatura (Lopez et al., 1994). Fragmentos menores,
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que incluem apenas um dos marcadores, poderiam explicar 0s casos em que 0 mesmo
individuo foi incluido no grupo 11 pelo Cit b, mas no grupo Il pelo D-loop, e vice-
versa.

A amplificacdo completa ou em conjunto com o gene mitocondrial de NUMTs
pode levar a erros substanciais em estudos filogenéticos (Sorenson & Quinn, 1998;
Goios et al., 2008). Nestes casos, a sequéncia anadloga é amplificada preferencialmente
ao gene mitocondrial gerando uma ma interpretacdo da PCR, e pode ocorrer por fatores
como a pouca especificidade dos primers utilizados, ou a presenca do NUMT em
diversas cépias. Estudos com diferentes grupos de organismos superiores relatam a
presenca de NUMTSs que podem ter diversos tamanhos e variar de poucas a mais de 500
copias (Gaziev & Shaikhaev, 2010).

No caso de Sturina lilium, quando as amostras com indicativos de pseudogenes
sdo consideradas os marcadores ndo recuperam a estruturacdo completa da diversidade
genética. Os trés grupos se apresentam com a seguinte distribuicdo: (I) México,
Guatelama e EI Salvador; (I1+5) Panamd, Venezuela, Equador, Guiana, Suriname e
Brasil; e (111) Brasil e Bolivia. Assim, grupo 11+5, com a distribuicdo mais abrangente,
sobreporia o grupo 11 no Brasil. Essa organizacdo esta de acordo com os dados de Cit b
reportados por Ditchfield (2000) que sugeriu que a sobreposicdo de clados no Brasil
poderia estar associada a (1) barreiras ndo absolutas para a separacdo dos grupos,
havendo troca de hapl6tipos entre a Guiana e sudeste do Brasil, (2) retencdo da
diversidade do haplétipo ancestral, ou (3) a espécies cripticas de S. lilium, sendo que no
sudeste do Brasil a espécie com distribui¢do intermediaria ocorre em baixa densidade.
Essas hipdteses foram reforcadas por Lopes (2008) que, mesmo sem amostras de fora
do Brasil, também observou a separacdo dos individuos da Mata Atlantica em dois
clados com 6% de divergéncia entre eles. A geracdo de filogenias a partir de sequéncias
do COI no presente estudo, utilizando os mesmos individuos, nos permitiu associar esse
resultado a existéncia de pseudogenes, descartando as propostas anteriores.

A exclusdo dos pseudogenes permitiu que os mesmos clados recuperados pelo
COI pudessem ser identificados no Cit b e D-loop, corroborando a hipotese de que
Sturnira lilium encontra-se fortemente estruturada em trés clados geograficamente
isolados.

Se por um lado os NUMTs pseudogenes podem atrapalhar uma interpretacéo
filogenética quando ndo detectados, por outro, eles podem contribuir para o melhor

entendimento da historia filogeografica de um grupo quando identificados. Os NUMTSs
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sdo tratados como fosseis genéticos, isto porque eles retém a sequéncia do seu anadlogo
mitocondrial facilitando a reconstrucdo da historia evolutiva da espécie (Bensasson et
al., 2001, Lopez et al., 1994). Neste caso, supondo que os haplotipos em questdo sejam
NUMTSs, o fato de eles estarem filogeneticamente mais proximos do clado Il nos leva a
propor que o NUMT foi originado em um ancestral comum ao grupo 11, distribuido por
Panama e norte da América do Sul, que migrou para o sul atingindo a Mata Atlantica
onde se diversificou. Os dados de histéria demogréafica de S. lilium corroboram essa
hipotese, ja que o grupo Il apresentou indicativos de estabilidade demografica, que pode
estar associado a um historico de surgimento antigo. O grupo Ill, por outro lado,
apresentou indicativos de expansdo, que pode ser associada a um evento de especiacdo
recente. Estudos no género Sturnira apontam para uma origem em altitude na regido dos
Andes peruanos com a retencdo da distribuicdo montanhosa para a maioria das espécies,
e ocupacao posterior de areas de baixada (Villalobos & Valerio, 2002).

A ocorréncia de NUMTs pseudogenes ja foi relatada em morcegos (Brina,
2010), mas apesar da forte suspeita sO a realizacdo de estudos especificos para a
verificacdo da estrutura dos genes poderia comprovar da presenca de NUMTSs

pseudogenes do Cit b e D-loop em individuos de Sturnira lilium.

Sturnira lilium: UMA ESPECIE OU UM GRUPO DE ESPECIES?

Uma questdo levantada em estudos prévios morfoldgicos (Husson, 1950) e
moleculares (Ditchfield, 2000; Lopes, 2008; Clare et al., 2011) em Sturnira lilum é a
possibilidade desta espécie representar, na verdade, um complexo de espécies
intimamente relacionadas. Variacdes na coloracdo dos pelos e o padrdo genético de
linhagens estruturadas e divergentes sdo 0s principais argumentos a sustentarem esta
hipotese.

Identificar e delimitar especies ndo sdo tarefas faceis, principalmente quando
estas se tratam de espécies cripticas. A dificuldade parte, principalmente, da auséncia de
um conceito e de critérios que sejam unanimes no meio cientifico e aplicaveis a todos o0s
organismos.

Ao longo dos seéculos diversas definicdes de espécie foram propostas e
veementemente defendidas por seus autores e seguidores, e duramente criticadas por

seus opositores, de modo a criar um impasse atual em que varias possibilidades sdo
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permitidas. Portanto, antes de avaliar o status taxondmico de uma linhagem, € preciso
avaliar os conceitos e critérios disponiveis e definir o mais adequado.

Dentre os conceitos mais populares estdo o morfoldgico e o bioldgico. O
conceito morfolégico tem como vantagem a facilidade no critério de identificacdo de
especies novas, tornando-o bastante aplicavel. No entanto, as dificuldades incluem o
tratamento de espécies cripticas ou com muitas variacdes (continuas, decorrentes de
dimorfismo sexual ou de estagios de vida), o que ndo o torna aplicavel a Sturnira lilium.
Além disso, apesar das reinterpretacbes modernas, este conceito ainda € fraco em
termos de fundamentacdo tedrica. O Conceito Bioldgico, por outro lado, é forte em
termos de teoria. Estd fundamentado no pressuposto de isolamento reprodutivo, e
considera mecanismos evolutivos para o surgimento de espécies. A principal critica ao
conceito refere-se a falta de universalidade e dificil aplicabilidade, ja que o isolamento
reprodutivo ndo é frequentemente observéavel.

Por tais motivos, os conceitos que melhor se adéquam aos dados de S. lilium
seriam o0s varios Conceitos Filogenéticos de Espécie (CFE), e, principalmente, o
Conceito Genético de Espécie (CGE). Os CFE estdo baseados na aplicacdo das ideias de
ancestralidade comum, principio da sistematica filogenética. Para Cracraft (1983)
espécies sdo “o menor grupo diagnosticavel de organismos individuais nos quais existe
um padrdo de ancestralidade e descendéncia, que em conjunto passam a constituir
unidades diagnosticas basais”. Mishler & Theriot (2000), alegam que este conceito ndo
é filogenético, pois ele é baseado em uma combinacdo de caracteres diagnosticos
compartilhados, que ndo necessariamente representam sinapormofias, permitindo a
existéncia de espécies parafiléticas, e propdem um conceito baseado em monofilia, no
qual espécie é “o taxon menos inclusivo reconhecido em uma classificagdo filogenética
formal. Como em todos os niveis hierarquicos em tal classificacdo, 0s organismos sao
agrupados em espécies devido a evidéncias de monofiletismo”.

A associacdo dos trés clados observados em Sturnira lilum como espécies
validas satisfaz aos principios dos CFE. Os clados correspondem a grupos monofiléticos
que podem ser definidos por um conjunto de caracters moleculares compartilhados.

Pelo CGE, defendido por Baker & Bradley (2006), espécies sdo definidas como:
“grupo de populagoes naturais intercruzantes e compativeis geneticamente que Sdo
isoladas geneticamente de outros grupos”. Este conceito esta baseado no modelo de
especiacdo de Bateson—Dobzhansky—Muller que prevé a diferenciacdo genética entre

populacdes isoladas até o ponto em que estas deixam de ser compativeis. Desse modo,
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diferencas morfologicas ndo sdo necessarias, facilitando o reconhecimento de espécies
cripticas.

Em acordo com o conceito biolégico de espécie estd o pressuposto de
isolamento. Contudo, Baker e Bradley (2006) defendem que é possivel que populacdes
sejam geneticamente isoladas sem que haja isolamento reprodutivo. Nestes casos apenas
uma espécie seria reconhecida pelo conceito biologico, ao passo que o conceito genético
reconheceria duas.

Para a identificacdo de espécies os autores propdem o uso de estimativas de
divergéncias intrapopulacionais, intraespecifica, entre espécies congenéricas e irmas em
uma avaliacdo comparativa. Bradley & Baker (2001) revisaram as divergéncias em um
grupo de quirdpteros e roedores, e propuseram que divergéncias menores que 2%
indicam variacdo intraespecifica, valores entre 2 e 11% podem indicar variagdo
intraespecifica ou espécies cripticas, e valores acima de 11% indicam variacdo
interespecifica.

Criticas ao conceito genético de espécie dizem respeito a determinacdo de uma
porcentagem fixa que daria ao conceito uma abordagem claramente fenética. Baker &
Bradley (2006) rebatem argumentando os valores de divergéncias devem ser relativos e
ajustados ao grupo de estudo, e admitem casos em que espécies distintas apresentem
divergéncias inferiores a 2% ou espécies com variacdo intraespecifica superior a 11%.
Na verdade, o que os autores defendem é que valores de divergéncia acima do
comumente observado sejam um forte indicativo da existéncia de mais de uma unidade
taxonbmica, e que esse indicativo seja encarado como 0 primeiro passo para a
diferenciacéo entre elas.

Em seu conceito Bradley & Baker (2001) sugerem o uso de qualquer gene
mitocondrial em estudos de filogenética e sistematica molecular, e escolhem o
Citocromo b. O uso da regido D-loop néo é apropriada a esse tipo de abordagem, pois se
trata de uma regido nédo codificante, afetada por gaps e sujeita a evolucdo desigual
(Bradley & Baker, 2001).

A presenca de pseudogenes do Cit b revelada pelo presente estudo demonstra
que o uso de um uUnico marcador mitocondrial pode levar a uma interpretagdo
equivocada da historia filogenética de um grupo. Portanto, diante das limitacbes em
tratar o fragmento de um unico gene mitocondrial, optamos por considerar as analises

feitas a partir dos dados de COI e Cit b concatenados para as inferéncias sistematicas
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em S. lilium. As sequéncias em que ha a suspeita se serem NUMTs foram excluidas das
analises, pois nesse caso a homologia nao pode ser inferida.

Os resultados da analise concatenada confirmaram a organizacdo de Sturnira
lilium em quatro grupos de haplotipos (1, Ila, Ilb e I11), correspondentes a agrupamentos
monofiléticos na rede de haplétipos e nas topologias. Nas inferéncias filogenéticas os
clado foram recuperados com alto suporte (>75%). Na rede de haplotipos a
diferenciacdo genética entre os grupos pode ser observada pelo nimero de passos
mutacionais entre 0s grupos (44 e 56), muito superior aos valores de cada grupo
internamente (até 11), exceto entre os grupos lla e Ilb. Assim, cada clado poderia
representar uma espécie independente pelo Conceito Genético de Espécie, uma vez que
possuem distancias genéticas entre 2 e 8%.

A estreita relacdo entre os clados Ila Ilb pode ser observada tanto pelas
filogenias quanto pelas redes de haplétipos em todas as analises. Ainda que haja certa
diferenciacdo genética entre eles, 0s grupos estdo separados por uma divergéncia
genética baixa e poucos passos mutacionais, relativamente. Esse resultado pode indicar
que existe fluxo génico entre os clados lla e I1b, de modo que esses grupos podem estar
se diferenciando, ou restabelecendo um contato antes interrompido. O fato dos clados
ndo serem recuperados em algumas filogenias do Cit b reforcam a hip6tese de que as
duas linhagens representem variacOes intraespecificas. Além disso, divergéncias entre
linhagens proximas a 2% possuem pouca probabilidade de representarem espécies
validas (Baker & Bradley, 2006).

De acordo com Bradley & Baker (2001) a variacao intraespecifica do Cit b em
Chiroptera e Rodentia tem uma média de 2,5%, variando entre 0 e 8,7%, enquanto a
variacdo entre espécies irmas tem média de 8,1% e variacdo de 2,5 a 19,2%. Ditchfield
(2000) encontrou valores proximos, com divergéncias intraespecificas abaixo de 4%,
geralmente entre 1 e 2,5%, para a maioria da espécies de morcegos estudadas. Clare e
colaboradores (2007) se basearam em sequéncias do COIl e observaram uma média
intraespecifica de 0,6% (variancia de 0,49%) e intragenérica de 7,8% (variancia de
4,8%) em espécies de morcegos. Dessa maneira, os valores de divergéncia observados
variando de 5 a 8% entre os grupos I, Il e Il estdo mais proximos das médias de
divergéncia observadas entre espécies. Em contrapartida, os grupos I, Il e Il
apresentam valores de divergéncia interna (0,49 a 2%) proximos aos sugeridos pelos

autores como variagéo intraespecifica.
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A comparacao de valores de divergéncia entre S. lilium e a espécie congenérica
Sturnira tildae indica valores de variacdo de 9-10%, o que ndo € muito superior as
divergéncias entre os trés clados de S. lilium (5-8%). Inclusive, na andlise isolada do
gene Cit b as divergéncias se sobrepuseram, com valores entre 5-7% em S. lilium e 7-
9% em S. lilium x S. tildae. Ainda assim, S. tildae é reconhecida como uma espécie
valida e independente de S. lilium. Estudos filogenéticos no género Sturnira indicam
que S. lilium e S. tildae ndo sdo espécies irmas (Villalobos & Valerio, 2002), o que
justificaria o fato da divergéncia entre S. lilium e S. tildae ser um pouco maior que entre
0s trés clados de S. lilium, sugeridos no presente estudo como espécies cripticas.

Embora as andlises independentes dos genes ndo tenham recuperado a relagédo de
S. tildae e S. lilium, a anélise dos genes concatenados recuperou S. lilium como um
grupo mondfilético distinto de S. tildae com alto suporte. Essa diferenca pode estar
associada ao aumento de caracteres utilizados pela analise dos genes concatenados.

O uso de sequéncias maiores na analise dos genes concatenados ndo foi o
suficiente para evitar o compartilhamento de haplétipos entre populagdes de diferentes
localidades dentro de um grupo, sugerindo falta de estruturagdo genética dentro dos
grupos. Haplotipos compartilhados entre diferentes populacées foram observados nos
grupos Il e 1.

Ainda a despeito da estruturagdo genética em S. lilium, a espécie ndo parece se
comportar segundo o modelo de isolamento por distancia. Sob os principios desse
modelo, espera-se que populagdes estruturadas apresentem menor variabilidade genética
internamente, onde ha auséncia de isolamento geogréafico, do que entre populacdes. Em
S. lilum a AMOVA indica que maior porcentagem de variacdo é observada dentro das
populagdes (7,5% no COI e 20,9% no Cit b), do que entre elas (0,8% no COIl e 2,8% no
Cit b). Por outro lado, a estruturacdo nos grupos I, Il e Il é real com as maiores
porcentagens de variacao entre eles (91,6% no COIl e 76,3% no Cit b). Entdo, se ndo é o
isolamento geografico o fator determinante da distingdo entre os grupos, outro fator
deve ser o responsavel por esse padrdo. O isolamento genético poderia ser uma
alternativa.

O fato dos grupos Il e Il estarem associados a biomas diferentes reforca a
hipbtese de que esses grupos correspondam a espécies distintas, pois ela passa a ser
corroborada por uma correlacdo ecoldgica alem da genetica.

Na espécie Chrotopterus auritus a organizacdo da diversidade genética

encontrada foi bastante semelhante a S. lilium, com a formacdo de trés clados
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geograficamente estruturados em areas correspondentes, e divergéncia genética entre os
clados variando de 10,1-15,2%. Nesta espécie, tais fatores, assim como a congruéncia
entre genes de heranca materna e paterna, levaram a associacdo dos diferentes grupos a
espécies cripticas (Clare et al., 2011).

Sturnira lilium possui como localidade tipo Assuncdo, Paraguai. Atualmente, a
especie encontra-se dividida em oito subspécies das quais duas possuem distribuicédo
continental. S. lilium parvidens se distribui entre do México até a Colémbia e oeste da
Venezuela enquanto S. lilium lilium, possui distribuicdo mais sul, entre Colombia e o
norte da Argentina e Uruguai (Koopman, 1982). A auséncia de correspondéncia entre as
subspécies e os clados observados em S. lilium foi observada pela inclusdo das amostras
do Panama (S. lilium parvidens) no mesmo clado que amostras de paises do norte da
América do Sul (S. lilium lilium). Este resultado ja havia sido descrito por Ditchfield
(2000), que entre suas amostras, incluiu amostras do Paraguai. As duas subspécies
continentais sdo distintas morfologicamente pelo formato dos incisivos superiores
internos, que tem uma cuspide em S. lilium lilium e sdo bilobados em S. lilium
parvidens. Além dessa, outras caracteristicas como estreitamento do cranio e tamanho
de antebraco e tibia também diferenciam as subespécies (Sanchez-Hernadez & Romero-
Almaraz, 2003).

Sendo assim, considerando que os clados I, Il e Ill correspondem a espécies
distintas e alopétricas, o clado Ill poderia ser associado a S. lilium por incluir a
localidade tipo da espécie. S. lilium parvidens seria elevada ao status especifico e
corresponderia ao clado I, pois foi descrita pela primeira vez a partir de um espécime de
El Papayo, México. O clado Il corresponderia a uma terceira espécie ainda sem um
nome associado.

O presente estudo apresenta evidéncias de que Sturnira lilium representa um
complexo de espécies. Ainda assim, a importancia de estudos com marcadores
nucleares deve ser ressaltada, pois eles sdo capazes de revelar a presenca de hibridos,
necessarios para a completa aplicagdo do CGE. Além disso, o presente estudo propde
que a revisdo taxondmica do grupo seja feita, incluindo caracteres morfologicos, uma

vez que estes sdo imprescindiveis na descricdo de novas espécies.
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APENDICE

Espécimes utilizados para o sequenciamento de DNA dos genes
Citocromo c¢ oxidase |. Citocromo b e de regido hipervariavel | da regido

controladora D-loop:

PAIS - ESTADO: Localidade: (Latitude; longitude em graus decimais):
NUmero de tombo (Hapl6tipo COI (H); Cit b (C); D-loop (D)).

Sturnira lilium

BOLIVIA - TARIJA: Chiquiaca - (-21.78283; -64.0936): FMNH162526
(H39; C1; D66), FMNH162527 (H75; C41).

BRASIL - BAHIA: Massarandupio, Entre Rios - (-11.9419; -38.0844):
AD180 (H35; C2), AD181 (H36; C3; D3), AD182 (H37; C4; D4), AD183 (H38;
D5). Caravelas — (-17.7319; -39.2658): AD208 (H39; C5; D6), AD209 (H40;
C6; D7), AD210 (H39; C1; D8). ESPIRITO SANTO: P.E Pedra Azul,
Domingos Martins - (-20.4167; -40.9167): AD1004 (C1). Aracruz - (-19.8167;
-40.2667): AD339 (H39; C13; D3). Linhares - (-19.1167; -19.1167): AD349
(H39; C1). Sdo Mateus - (-18.7333; -39.7833): LGA2543 (C53). REBIO
Cérrego do Veado, Pinheiros - (-18.4; -40.2167): LGA 2774 (C1). Fazanda
Boa Fé, Nova Venécia - (-19.0167; -40.5333): LGA2975 (C1; D28), LGA2982
(C37; D29), LGA2983 (C48; D30), LGA2985 (C1; D78). Monte Urubu,
Anchieta - (-20.7167; -40.7667): MO100 (C40; D38), MO102 (H39; C1; D22).
Santa Teresa - (-19.95; -40.5333): PDA001 (H39; C1), PDA002 (D40),
PDA005 (H39; C54; D81), PDA012 (H41; C1; D82), PDA021 (H39; C1; D3),
PDA026 (H39; C1), PDA032 (H39), PDA059 (H39), PDA062 (H39), PDA069
(H39). Sédo Roque do Canad - (-19.7333; -40.65): PDA143 (H42; C55).
Ibiracu — (-19.8333; -40.3833): PMO012 (H42; C59), PM049 (H39; C34).
Castelo — (20°36'S 41°11'0): RZ079 (H79; C43; D42), RZ083 (H39; C44; D43),
RZ087 (H42;C1;D44). Mimoso do Sul — (-21.0658; -41.3678): RZ 129 (H39;
C34; D41). Alfredo Chaves - (-20.633; -40.7497): TU083 (H80; C39; D36).
REBIO Sooretama, Sooretama — (-18.9675; -40.1342): VP028 (C1), VP03
(C1), VP096 (H39; C1). Aguia Branca — (-18.8747; -40.8139): YL404 (H39;
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C37), YL405 (H39; C1; D45), YL510 (H81; C59; D46), YL511 (H39; C63;
D62), YL523 (H82; C34; D63), YL555 (H39; C43), YL556 (H42; C1), YL557
(H45; C1). MARANHAO: Godofredo Viana -( 1.5; -45.6): LK 13 (H78; C56;
D31). MINAS GERAIS: Caratinga - (-19.7333; -41.8): AD365 (H50; C14;
D9), AD383 (H51; C15; D10). P. E. do Itacolomy, Ouro Preto — (-20.4333; -
43.45): AD386 (C16; D11). Lima Duarte — (-21.7; -43.8833): AD396 (H52;
C17; D3). Belo Horizonte — (-19.8164; -43.9197): EE20 (H50; C51; D26),
EE21 (H39, C52, D25). Furnas — (-20.6869; -46.3272): MF01(H45; C51; D35).
Doresopolis - (-20.2875; -45.9033): MF12 (C57; D36), MF 13 (H39; C51;
D37). Santa Barbara — (-19.95; -43.4167): PE006 (H51; C58). Unai — (-
16.3306; -47.0211): QUE005 (C60; D39). PARA: P. N. da Amazénia, ltaituba
— (-4.28333; -55.95): ESA41 (H20; C65; D27), LR324 (C64; D32). Area de
mineracdo da ALCOA, Juriti — (-2.11667; -56.0833): LR667 (C68; D33),
LR675 (C64; D34), LR677 (C66; D79), LR678 (C67; D80). PARAIBA:
REBIO Guaribas, Mamanguape/Rio Tinto — (-6.8; -34.9833): AD065 (H34;
C29; D1), AD088 (H34; C29; D2). PARANA: Fazenda Guaricana,
Guaratuba — (-25.8411; -48.5639): AD491 (H55; C23; D12), AD492 (H52; C1,
D13), AD498 (D14), AD499 (H39; C23), AD510 (H56; C1), AD512 (H39; C1),
AD513 (H42; Cl1), AD514 (H39), AD515 (H39), AD523 (H57). Fazenda
Mitacoré, St* Terezinha do Itaipu - (-25.4264; -54.3986): AD525 (H51; C1;
D15), AD526 (H51; C1), AD527 (H45; C24; D64), AD528 (H38; C1), AD529
(H57; C25; D16), AD530 (C25). Foz do Iguagu — (-25.5197; -54.5783): AD547
(H42; C24; D16), AD548 (H39; C1; D17), AD549 (C1; D18). Fazenda Sao
Nicolau, Arapoti — (-24.1333; -49.8167): AD552 (C1; D19), AD553 (H28;
C26; D20), AD554 (C26; D15). Morretes — (-25.4667; -48.8167): AD696 (H55;
C30; D21), AD697 (H40; C1; D22), AD701 (H39; C1; D20). RIO DE
JANEIRO: Fazenda St® Moénica, Itatiaia — (-22.4872; -44.5564): AD265 (C9),
AD266 (H39; C1; D12), AD267 (H47), AD268 (C10; D14), AD269 (D52),
AD270 (H48; C10), AD271 (H49), AD272 (H39; C11), AD274 (H42; C12).
Fazenda S&o Joseé da Serra, Sumidouro — (-22.0333; -42.6667): AD290 (C1,;
D22). SAO PAULO: P. E. de llha Bela, Ilha de S&o Sebastido — (-23.85; -
45.35): AD221 (H41; C1; DAT7), AD240 (C1; D48), AD241 (H42; C7; D49).
Fazenda Intervales, Ribeirdo Grande — (-24.3044; -48.3647): AD246 (H43,;
C37; D50), AD249 (H44; C45; D3), AD253 (H45; C46; D35), AD254 (H39;
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D51), AD255 (C8), AD256 (C8), AD257 (H46), AD261 (C1), AD263 (H36).
Fazenda Santa Carlotta, Cajuru — (-20.5269; -48.2969): AD407 (H42; C18;
D53), AD408 (C18; D54), AD417 (H35; C19), AD421 (H53; C1; D55), AD422
(H39; C20; D56). Fazenda Capricérnio, Ubatuba — (-23.4167; -45.0833):
ADA430 (C1; D57), AD431 (C47; D58). Serra do Japi, Jundiai — (-23.2167; -
46.9): AD446 (D59), AD447 (H54; C48; D60), AD452 (H39; C21). Est.
Biologica Boracéia, Salesopolis — (-23.6522; -45.8967): AD459 (C21), AD461
(H42; C49), AD471(H39; C21; D61), AD638 (H51; C1; D68), AD639 (H39;
D69), AD640 (H42; D70), AD641 (H49), AD642 (H41), AD647 (H60), AD648
(H42), AD649 (H61), AD650 (H62), AD651 (H63; C21), AD652 (H41),
AD653 (H64), AD660 (H39), AD663 (H65), AD671 (H36). Saibadela,
Fazenda Intervales, Sete Barras — (-24.3667; -47.9333): AD575 (H58; C50),
AD576 (C27), AD577 (C1; D65), AD578 (H39; C1), AD596 (H39; D66),
AD603 (H59; D67), AD604 (C28), AD581 (C28). Sitio Trés Pinheiros, Mato
Limpo, Cunha — (-23.0833; -44.95): AD705 (H66; D13), AD709 (H51; C31),
AD710 (H67; D71), AD713 (H60; D72), AD714 (H39), AD716 (C31), AD717
(H39; C32), AD721 (H60), AD722 (H68), AD723 (H39), AD734 (H57), AD735
(H57), AD736 (H51; C33), AD737 (H38; C34). Prop. Enterpa Engenharia,
Moji das Cruzes — (-23.5167; -46.1833): AD758 (H69; C35; D73), AD762
(C36; D23). Embu Guagu — (-23.8333; -46.8): AD976 (H39; C37), AD983
(C38). Jundiai — (-23.2167; -46.9): AD466 (C22). Cubatao — (-23.3183; -
46.2833): CA50 (C42; D24), CA85 (H51; C42; D3). Galia — (-22.383; -49.667):
ROM111064 (C43), ROM111065 (C61), ROM111081 (C62), ROM111148
(C1).

EQUADOR - NAPO: (-0.65; -76.45): ROM104395 (C81), ROM104416 (C54),
ROM105269 (C81), ROM105694 (C82), ROM105706 (C81), ROM103987
(H11), ROMI104068 (H12), ROM 104504 (H15), ROMF37179 (H13),
ROMF37180 (H14). ESMERALDAS: (0.9;-78.55): ROM105807 (C83; D83).

EL SALVADOR - AHUACHAPAN: (13.85; -90): ROM 101223 (C76),
ROM101301 (C77), ROM101340 (C78), ROM101225 (H8), ROM101226 (H1),
ROM101237 (H9), ROM101266 (H1), ROM101303 (H10).
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GUATEMALA - PETEN: (16.3; -89.333): ROM99487 (C76), ROM99488
(C76), ROM99509 (C86), ROM99510 (C86), ROM99223 (H3), ROM99266
(H1), ROM99267 (H4), ROM99268 (H5), ROM99284 (C86), ROM99284 (H6;
D85). EL PROGRESO: (14.917; -90.1): ROM 98396 (H1), ROM98398 (H1),
ROM98399 (H2), ROM98400 (H1), ROMFN31386 (H1). SOLOLA: (14.75; -
91.15): ROM99789 (C86), ROM99787 (H7), ROM99788 (H1).

GUIANA - BARIMA-WAINI: (7.667; -59.233): ROM101136 (C73),
ROM101154 (C66), ROM101169 (C75), ROM101153 (C74), ROM101001
(H16), ROM101025 (H23), ROM101137 (H24), ROM98831 (H21), ROM98862
(H22). ESSEQUIBO-ISLANDS: (6.483;-58.583), ROM115545 (H73; C85).
CUYUNI-MAZARUNI: (5.8; -61.1): ROM108136 (H16), ROM108200 (H25),
ROM108241 (H16), ROM108258 (H16), ROMF43291 (H16). DEMERARA-
MAHAICA: (6.5; -58.217): ROM113676 (H27), ROM113695 (H16),
ROM113834 (H26). POTARO-SIPARUNI: (4.25; -58.909): ROM108783
(H20), ROM108823 (H26), ROM114663 (H16), ROM119829 (H28). UPPER
TAKUTU-UPPER ESSEQUIBO: (3.267; -59.717): ROM97830 (H16),
ROM97831(H17), ROM97832 (H18), ROM97833 (H19), ROM97862 (H20).

MEXICO - CAMPECHE: (18.8; -90.983): ROM96258 (H1; C87), ROM96276
(C88), ROM96263 (H1). QUINTANA ROO: (19.133; -88.183): ROM97413
(C89), ROM97414 (C77), ROM97429 (H1), ROM97449 (H1), ROMFN32530
(H1) ROMFN33833 (H1), ROMFN33836 (H1). YUCATAN: (19.883; -89.3):
ROMFN30408 (H29), ROMFN30421 (H30)

NICARAGUA - ROM112201 (H2).

PANAMA - CANAL ZONE: (9.1; -79.7): ROM104204 (H70; C79). DARIEN:
(8; -77.717): ROM 104359 (H71; C80), ROM104348 (H71), ROM104349
(H72), ROMF38205 (H31).

PERU - CAJAMARCA: Rio Zana, Santa Cruz - (-6.85; -79.06):
FMNH128859 (H74; C71; D74), FMNH128860 (H74; C72; D75). CUSCO:
Consuelo, Pautarcambo - (-13.023617; -71.491850): FMNH174813 (H77,;
C70; D77). MADRE DE DIOS - Maskotania, Manu: (-12.771717; -
71.385467): FMNH174810 (H76; C69; D76).
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SURINAME - BROKOPONDO: (4.933; -55.217): ROM114078 (C66),
ROM114178 (C66), ROM114179 (C66), ROM114180 (C54), ROM114181
(C54), ROM114078 (H20), ROM114178 (H20), ROM114179 (H26),
ROM114180 (H16), ROM114181 (H16). NICKERIE: (56.994) ROM117484
(H16), ROM117570 (H32), ROM117574 (H20), ROM117592 (H16),
ROM117597 (H33), ROM117627 (D84).

VENEZUELA - BOLIVAR: (7.167; -64.983): ROM107936 (C84).

Sturnira tildae
BRASIL - MATO GROSSO: Aripond — AR134.

GUIANA - POTARO-SIPARUNI: (4.667; -58.683): ROM112004
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