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RESUMO

As técnicas de marcadores moleculares ganharam bastante visibilidade nos ultimos anos,
auxiliando diversos pesquisadores taxonomistas em uma classificacdo mais coerente dos seres
vivos, considerando-se o grau de parentesco evolutivo. A aplicagdo de marcadores moleculares
na pesquisa de Chiroptera, que compreende os morcegos, revela-se uma ferramenta valiosa para
estudos taxonOmicos, genéticos e ecoldgicos. A diversidade genética entre as espécies de
morcegos pode ser elucidada por meio da analise de marcadores moleculares como sequéncias
de DNA mitocondrial e nuclear, permitindo uma compreensdo mais profunda das relagdes
filogenéticas e padrdes evolutivos dentro deste grupo. O principal objetivo desta pesquisa
consiste em comparar os principais tipos de marcadores moleculares utilizados em estudos na
quiropterofauna Brasileira. Os objetivos especificos se concentram em descrever a evolugao do
processo historico dos marcadores moleculares. Identificar os principais tipos de marcadores
moleculares utilizados em estudos na Quiropterofauna e caracterizar os marcadores
moleculares. Para alcancar os objetivos propostos o presente estudo caracteriza-se como
exploratorio, de natureza qualitativo, delineado por pesquisas bibliograficas, fundado sobre
pesquisas ja publicadas, tendo como filtro palavras chaves: Estudos moleculares; Chiroptera
molecular; Marcadores Chiroptera; Identificagdo molecular morcegos; morcegos moleculares
Brasil; genética morcegos; molecular bats. Ainda, foram utilizados caracteres de truncamento
para melhor resultado nas pesquisas, tais como: asteriscos (*); hifen (-) e aspas (*“). A pesquisa
consiste em artigos, teses dissertagdes entre os anos de 2012 a 2022, sendo limitado a pesquisas
realizadas no Brasil. Apesar da vasta diversidade de morcegos no Brasil, os dados sobre esses
mamiferos carecem de melhor visibilidade no meio cientifico. Com o surgimento das técnicas
de marcadores moleculares em conjuntos com outras areas de estudo, surge uma ferramenta
capaz de revelar informagdes genéticas cruciais para a compreensao da variabilidade
populacional e evolutiva, que vao muito além da taxidermia correta em termos de parentesco

evolutivo.

Palavras-chave: genética; quirdpteros; marcadores moleculares.



ABSTRACT

The techniques of molecular markers have gained considerable visibility in recent years,
assisting various taxonomist researchers in a more coherent classification of living beings,
considering the degree of evolutionary relatedness. The application of molecular markers in the
research of Chiroptera, which includes bats, proves to be a valuable tool for taxonomic, genetic
and ecological studies. The genetic diversity among bat species can be elucidated through the
analysis of molecular markers such as mitochondrial and nuclear DNA sequences, allowing a
deeper understanding of phylogenetic relationships and evolutionary patterns within this
group.The main objective of this research is to compare the main types of molecular markers
used in studies on Brazilian chiropterofauna. The specific objectives focus on describing the
evolution of the historical process of molecular markers, identifying the main types of
molecular markers used in chiropterofauna studies, and characterizing the molecular markers.
To achieve the proposed objectives, the present study is characterized as exploratory, qualitative
in nature, outlined by bibliographic research, based on previously published research, with
keywords such as Molecular Studies, Chiroptera Molecular, Chiroptera Markers, Molecular Bat
Identification, Molecular Bats Brazil, Bat Genetics, and Molecular Bats used as filters.
Truncation characters, such as asterisks (*), hyphens (-), and quotation marks ("), were also
used for better results in searches. The research includes articles, theses, and dissertations from
the years 2012 to 2022, limited to studies conducted in Brazil. Despite the vast diversity of bats
in Brazil, data on these mammals lack better visibility in the scientific community. With the
emergence of molecular marker techniques in conjunction with other areas of study, a tool
capable of revealing crucial genetic information for understanding population and evolutionary

variability has arisen, going far beyond correct taxidermy in terms of evolutionary relatedness.

Keywords: genetic; chiroptera; molecular markers.
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1 INTRODUCAO

A ordem Chiroptera ocupa o segundo lugar dentre os mamiferos em termos de
distribui¢do de individuos, superada apenas pelos primatas. Com aproximadamente 1450
espécies (Simmons; Cirranelo, 2022) e 17 familias (Boldsystems, 2023) conhecidas
mundialmente, exceto na Antartica, os morcegos representam em torno de 25% da diversidade
de todos os mamiferos (Kuzmin et al., 2012).

Os morcegos sdo os Unicos mamiferos com capacidade de voo verdadeiro (Pereira,
2022). Em seu historico evolutivo, a caracteristica de voo permitiu aos morcegos ganhar um
maior numero de habitats, favorecendo a grande diversificacdo deste grupo (Cooper e Sears,
2013) tal como sua distribuicao geografica (Pereira, 2022). Por outro lado, esta capacidade de
voo exige um alto gasto energético, ¢ o poder de locomog¢ao demanda que, provavelmente, os
genes envolvidos no metabolismo dos morcegos tenham sofrido adaptagdes evolutivas levando-
os a alcancar maiores habitats (Shen et al., 2010; Meganathan ef al., 2012).

Com o avanco genético de populacdes, surge entdo, o conceito de utilizacdo de genes
individuais como marcadores, a fim de fazer alusdo sobre as caracteristicas de uma populagao,
tomando como exemplo a selecdo genética. A possibilidade de analisar a segregacdo de genes
marcadores, para localizar e estimular o efeito de poligénese que controlam caracteristicas de
interesse para o melhoramento das espécies, fomentou ainda mais o estudo de marcadores
(Regitano, 2001).

Marcadores genéticos sdo caracteristicas exclusiva da herangca mendeliana, chegando a
uma conclusdo que, o gendtipo parte do fenotipo, possibilitando que a separagdo do gene
marcador seja acompanhada, representando assim, uma marca genética em constante
reproducdo. Para Regitano (2001), a andlise de uma segregacdo requer a existéncia de pelo
menos duas formas alélicas, ou seja, a existéncia de polimorfismo no loco marcador.

Estudos moleculares, de maneira geral, caracterizam a variabilidade genética de um
organismo, espécie ou populacdo, constituindo-se assim um instrumento importante na
investigacdo por ecologos e sistematas, de aspectos relativos a afinidades e limites entre
espécies, na estimativa de niveis de migracdo e dispersdo das populagdes entre outros
(Hoffmann e Willi, 2008; Clare; Lim; Fenton e Hebert, 2011). Estes, tém sido de suma
importancia para a investigacao de estrutura das populagdes, esclarecendo questdes como fluxo

génico em populagdes naturais, dispersao e filogenia.

Com base nas informacdes obtidas dos marcadores moleculares, diversos estudos sao

conduzidos a saber, mapeamento de ligacdo do genoma, teste de identidade de cultivares,
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determinagdo da relagdo de parentesco e da variagdo genética, andlise de populagdes e de
pedigree, localizacao de loco para doencas e epidemiologia. Ha ainda, o genoma nuclear, sendo
o Gene Ativador de Recombinacdo (RAG-2) o mais utilizado. Atua em conjunto com o RAGI,
nos quais sdo subunidades da enzima recombinase, sucedendo o reconhecimento e quebra das
sequéncias sinais de recombinacdo (Salomon, 2016; Baker; Patton; Parter e Van Den Bussche,
2000).

O conhecimento de caracteristicas genéticas, citogenéticas, moleculares, ecologicas e
de comportamento dos quirdpteros t€ém ajudado a substanciar hipdteses de relacionamento
evolutivo, formuladas com base em consideracoes filogenéticas (Baker, et al., 1989; Freeman,
2000; Silva, 2016). Entretanto, a diversidade genética de uma espécie evolui no tempo em
funcdo das modificagdes do ambiente, sempre sendo alimentada pelo surgimento de novas
mutagdes e da recombinacdo previamente existentes (Albagli, 1998; Diniz, 2002).

Diante do exposto, mostra-se importante um estudo que compare os principais tipos de
marcadores moleculares utilizados em estudos na quiropterofauna brasileira, relacionando cada

tipo de marcador molecular com o seu objetivo de utilizagdo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral
Identificar os principais tipos de marcadores moleculares utilizados em estudos na
Quiropterofauna.
2.2 Especificos
e Descrever a evolugao do processo histérico dos marcadores moleculares;
e Padronizar os marcadores moleculares utilizados em estudos na quiropterofauna
Brasileira;

e (Caracterizar os marcadores moleculares.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Caracteristicas gerais da Ordem Chiroptera

Os morcegos pertencem a ordem Chiroptera (Blumenbach, 1779) palavra derivada do
grego “cheir” (mdo) “pteron” (asa), revelando que suas asas sdo maos extremamente
modificadas (Reis et al., 2017). Neste sentindo, fazem deles os Unicos mamiferos com
capacidade de voo verdadeiro (Pereira, 2022). Em seu historico evolutivo, a caracteristica de
voo permitiu aos morcegos ganhar um maior nimero de habitats, favorecendo a grande
diversificacao deste grupo (Cooper; Soares, 2013) tal como sua distribui¢ao geografica (Pereira,
2022).

A ecolocalizagdo ¢ um sistema de orientagdao por meio da captacao de ecos refletidos
pelos sons que produzem, permitindo-os coletarem informagdes sobre seu entorno (Griffin;
Galambos, 1941) ou mesmo quando refletido por objetos (Reis; Peracchi; Pedro e Lima, 2011).
Por outro lado, tal caracteristica ndo se faz presente em toda a ordem Chiroptera.

A ordem Chiroptera ¢ atualmente organizada em duas subordens (Figura 1):
Yinpterochiroptera, agrupando a familia Pteropodidae e outras 6 familias antes agrupadas em
microchiroptera (Anderson, Ruxton, 2020), e Yangochiroptera, agrupando 14 familias restantes
de microquirdpteros (Simmons; Cirranelo, 2022). Espécies pertencentes a Yinpterochiroptera
ocorrem apenas no Velho Mundo, possuindo ampla distribuicdo pela Africa, Asia, Europa e
Oceania, enquanto as pertencentes a Yangochiroptera ocorrem nas Américas (Novo Mundo),
sendo também amplamente distribuidas pelos outros continentes (Simmons; Cirranelo, 2022).

Vale ressaltar que, nos morcegos o aspecto de ecolocalizar ¢ caracteristico dos
Yangochiroptera, que produzem sons de alta frequéncia por meio da sua laringe (Fenton, 2013)
enquanto na familia Pteropodidae apenas as espécies do género Rousettus sdo capazes de

ecolocalizar, no entanto, para tal utilizam da lingua para emissao de sons (Altringham, 1996;

Fenton, 2013).



Figura 1. Filogenia da ordem Chiroptera baseados em caracteres moleculares.
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Para Andrade (2014), a habilidade de voar, juntamente com a ecolocalizacdo e habitos
noturnos possibilitam esses animais a explorarem uma grande variedade de nichos ecoldgicos,
levando ao desenvolvimento de muitas especializagdes morfoldgicas e habitos alimentares.
Assim, nao havendo a necessidade de luz para orientagdo, os morcegos se expandiram nao
somente em nichos noturnos, como também na diminui¢do a competicdo com outros grupos
(Jones; Teeling, 2006; Kunz; Fenton, 2006). A ocupacdo em diferentes nichos torna estes
animais essenciais para a manuteng¢ao das relagoes troficas (cadeia alimentar) nos ecossistemas
(Simmons, 2005), como exemplos os morcegos insetivoros, fomentando cerca de 70% da
ordem, buscam seu alimento em voo — em areas abertas ou proximos de superficies aquaticas,
e realizam a captura de suas presas diretamente do substrato (Schnitzler; Kalko, 2001; Pereira,
2022).

Os morcegos sdo classificados de acordo com os seus principais habitos alimentares,
como insetivoros: consomem em sua maioria insetos; Frugivoros: Geralmente consomem a
polpa de frutas e ingerem as sementes, sendo estas eliminadas e dispersadas pelas fezes;
Nectarivoros: Consomem néctar como principal fonte de energia, e completam suas dietas com
polen, frutos e insetos; Piscivoros: Consomem peixes, € completam sua dieta com insetos;
Onivoros: Consomem uma ampla variedade de itens alimentares como frutos, insetos e
pequenos vertebrados; Sanguivoros: Mundialmente, s6 existem apenas trés espécies de
morcegos hematofagos (alimentam-se de sangue) — Diphylla ecaudata e Diaemus yongii
consomem principalmente sangue de aves, ¢ Desmodus rotundus prefere sangue de mamiferos,
incluindo também na sua dieta sangue de aves e repteis (Reis et al., 2017; Murcia; Provete;
Fischer, 2023). Ainda que seja um ntimero pequeno de espécies hematofagas, maior parte do
preconceito € oriundo da falta de conhecimento e a inauténtica generalizagao a respeito da dieta
desses morcegos (Pereira, 2022).

Ainda que sejam frequentemente rotulados, de forma negativa, a doengas e mitos (covid
e a lenda do vampiro), estes pequenos mamiferos desempenham e contribuem fortemente para
a diversidade ecossistémica nas mais importantes fungdes ecologicas (Pereira, 2022). Atuam
no controle biologico de insetos (espécies insetivoras), limitando a diversificacdo de pragas
agricolas, bem como dispersores de sementes (espécies frugivoras) e, ainda como polinizadores
(espécies nectarivoras). Desta forma, desempenham um papel relevante na recuperagdo de
habitats fragmentados devido a capacidade de explorar diversos recursos, avaliando assim, o
sucesso da restauragdo fragmentada, por meio da circulagdo das sementes em areas mais
conservadas para areas a serem recuperadas (Reis et al., 2007; Boyles et al., 2011; Reis et al.,

2011; Fonseca; Mascarenhas; Olimpio, 2021).
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Dentre as aproximadamente 1.450 espécies conhecidas mundialmente, 340 ocorrem nos
neotrdpicos, constituida por aproximadamente 17 familias, representando assim, a segunda
maior ordem dentre os mamiferos (Simmons; Cirranelo, 2022; Boldsystems, 2023). No brasil,
esta ordem conta com 9 familias, 68 géneros e 181 espécies, sendo o bioma Cerrado responsavel
por 66,3% de todas as espécies registradas no Brasil, com 118 espécies, dentre elas 3 sdo
endémicas e, as 9 familias de morcegos ocorrem neste bioma. Outras 9 espécies sao endémicas
da Mata Atlantica e da Caatinga (Batcon.Org; Sbeq.Net, 2022; Murcia; Provete; Fischer, 2023;
Reis et al., 2017).

3.2 Estudos Moleculares

A biologia molecular ¢ uma ferramenta cada vez mais presente na sistematica
filogenética, tendo propiciado uma mudanca metodoldgica incontestavel nessa area. O
surgimento de tecnologias que permitem sequenciar porgdes crescentes do genoma dos
organismos em curtos intervalos de tempo foi um dos fatores que impulsionou de vez a
incorporagdo desta metodologia em estudos de filogenia, tornando-a muitas vezes fundamental
para a compreensao dos padrdes de relacionamento em alguns grupos de organismos (Pavan,
2014).

Atualmente, uma ferramenta primordial vem sendo utilizada em estudos moleculares, a
taxonomia integrativa. De acordo com Dias; Rossi e Barbosa, (2019), a Taxonomia Integrativa
foi formalmente introduzida em 2005 e pode ser citada como a delimitagdo de espécies que
utiliza dados baseados em multiplas fontes de evidéncia, tais como a biologia molecular,
filogeografia, morfologia, compatibilidade reprodutiva etc. Com isto, espera-se que as espécies
exibam peculiaridades em pelo menos um desses aspectos, e investigando varios desses, torna-
se mais facil identificar a existéncia de tais peculiaridades (Dayrat, 2003).

Ainda que a Taxonomia Integrativa tenha ganhado lugar nas pesquisas, estudos
realizados com morcegos que partilhem similaridades de evidéncias ainda sdo poucos
(Goodman e Ranivo 2009). Os poucos exemplos incluem estudos combinado no maximo duas
fontes de evidéncias para identificagdo de espécies pertencentes a complexos cripticos, que
podem ser analises morfologicas, genética, bioactsticas de modelagens de nichos ecoldgicos e
distribuicao geografica (Novaes, 2017).

Estudos filogenéticos com morcegos ¢ uma ferramenta essencial para obtencdo de dados
moleculares, objetivando o avango de tais pesquisas. Esse crescente banco de dados consta

principalmente com informagdes moleculares, que sugerem fortemente que muitos grupos
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tradicionalmente reconhecidos na taxonomia nao s@o monofiléticos ou constituidos por uma s

espécie (Simmons, 2005).

3.2.1 Estudos Moleculares na Quiropterofauna

De acordo com Barros ef al., (2021), as descricdes das espécies tém sido feitas
predominantemente com base em caracteristicas morfoldgicas e métricas, que muitas vezes,
podem representar plesiomorfias (primitivo), refletindo apenas a adaptacdo do animal a um
determinado modo de vida. Dependendo do método aplicado para o estudo filogenético, seja
ele citogenético, molecular ou morfologico, a monofilia (tdxon) do grupo em questdo ¢ avaliada
(Salomon, 2016). Tais métodos aplica-se em estudos filogenéticos em morcegos, devido a sua
variedade existentes em relagdo aos demais mamiferos.

A evolucao cariotipica em Chiroptera demonstram que alguns grupos possuem
cariotipos bastante conservadores (conservadorismo cromossomico), outros caridtipos com
poucos rearranjos € outros cariotipos altamente rearranjados (mega evolugdo cariotipica),
(Aragjo, 2011). Sendo a familia Emballonuridae apontada como uma das linhagens mais
fundamentais para pesquisas morfoldgicas e moleculares. Aratjo (2011), forneceu dados
cruciais fomentando a importancia desta familia nos estudos cromossomicos: “Até o presente
momento os dados citogenéticos existentes em Emballonuridae sdo provenientes de outros
paises da América do Sul e Asia. Existe uma variagio do nimero diploide de cromossomos
(2n=22-48) e no niamero fundamental (NF=36-64)".

A Familia Mormoopidae, por exemplo, foi investigada através de dados morfoldgicos,
genéticos e combinados com as evidéncias moleculares apontando incongruéncias com a
diversidade tradicionalmente descrita pela morfologia (Clare; Lim; Fenton e Hebet, 2011; Clare
et al., 2013; De Thoisy et al., 2014). Lewis-Oritt; Porter ¢ Baker (2001) foram os primeiros a
inferir as relagdes entre as espécies de Mormoopidae através de dados moleculares, publicando
a filogenia de 37 espécimes obtida por meio das analises de genes Citocromo b (Citb) e RAG2
(Pavan, 2014).

Estudos citogenéticos em morcegos da Amazonia brasileira sdo escassos, sendo a
maioria deles concentrados em espécies da familia Phyllostomidae (Rodrigues et al., 2000,
2003; Noronha et al., 2010). Para Gregorin e Cirranelo (2016) a familia Molossidae ¢ outro
exemplo de andlise filogenética em espécies com métodos morfologicos e mostraram a
monofilia para Molossidae ¢ Molossinae. A origem monofilética da ordem Chiroptera esté
clara, porém, quando analisadas familias em especifico, como o caso de Vespertilionidae,

incertezas quanto a sua origem sdo detectadas (Salomon, 2016). Neste caso, os genes RAG2
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(nuclear) e Citb (mitocondrial) sdo mais analisados em estudos na ordem Chiroptera, sendo

estes depositados no GenBank a fim de estudar-se a filogenia desta ordem.

3.3 Principais Marcadores Moleculares

Segundo Valadez e Kahal (2000) um marcador refere-se a qualquer proteina, Acido
Ribonucleico (RNA) ou molécula de Acido Desoxirribonucleico (DNA) de tamanho ou peso
molecular conhecido, que serve para monitorar ou calibrar sua separacao usando eletroforese
ou cromatografia, ¢ um marcador genético como qualquer gene cuja expressao permite um
efeito fenotipico que pode ser facilmente detectado (por exemplo, um gene que causa resisténcia
a um antibiético).

Por meio da metodologia utilizada para identificar os marcadores, pode-se classifica-los
em dois grupos: o primeiro, os marcadores sdo obtidos por hibridiza¢do e o segundo, os
marcadores sao obtidos por amplificagdo do DNA (Oliveira, 2021). Entre os identificados por
hibridizacdo (enzimas de restricdo) estdo os principais marcadores de Polimorfismos de
Comprimento de Fragmento de Restrigdo (RFLP) e os marcadores minissatélites. Para os
marcadores por amplificacdo estdo os mais utilizados Polimorfismo Amplificado Aleatdrio de
DNA (RAPD), Regides Amplificadas Caracterizadas por Sequéncias (SCAR), Sites Marcados
em Sequéncia (STS), Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado (AFLP) e
Repeticdes de Sequéncias Simples (SSR) ou microssatélites (Chies, et al., 2014). Outra
tecnologia utilizada para analise do polimorfismo molecular, ¢ uma metodologia hibrida entre
os dois procedimentos basicos, pois inclui uma etapa dirigida por enzimas de restricdo, seguida
pela sintese por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) dos fragmentos de DNA obtidos pela
digestao enzimatica (Chies, 2014).

A criagdo e uso de marcadores moleculares para a detecgdo e exploragao dos
polimorfismos do DNA ¢ um dos avangos mais significativos no campo da genética molecular,
onde esses polimorfismos de DNA se originam de um resultado de uma variagdo (mutacgao) e
sdo geralmente referidos pelo tipo de mutacdo que os criou. A utilizagdo de marcadores
moleculares no DNA gera muitas informagdes distribuidas aleatoriamente ao longo do genoma
(Oliveira, et al., 2021).

De acordo com Oliveira et al (2021), os primeiros marcadores genéticos utilizados
foram os marcadores morfolédgicos, e sdo utilizados até hoje, principalmente no melhoramento
genético convencional, onde sdo selecionadas as caracteristicas desejaveis para cruzamentos de
genitores promissores. Os proximos marcadores genéticos que surgiram foram os bioquimicos,

tais como terpenos e as isoenzimas, onde as primeiras moléculas utilizadas como marcadores
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bioquimicos foram os metabolitos secundarios bem como antocianinas e compostos fendlicos,
usados para distinguir entre variedades de plantas. E por fim, surgem os marcadores
moleculares, que sdo frequentemente utilizados em estudos na biologia molecular atualmente
(Grover; Sharma, 2016).

De modo geral, pesquisas realizadas com marcadores moleculares caracterizam e
diferenciam a variabilidade genética de um organismo, espécie ou populagdo (Grafico 1),
fomentando a investigagao por ecologos e sistematas, bem como estudos de aspecto relativos a
afinidades e limites entre espécies, niveis de migracao e dispersdo das popula¢des (Hoffmann

e Willi, 2008; Clare; Lim; Fenton e Hebet, 2011).

Grafico 1. Divisao geral dos Marcadores Genéticos.

Marcadores Genéticos

Diferenciar Caracterizar

Uma populagio Selecdo genética Morfologia Diferentes espécies

Fonte: Autora, (2023)

3.3.1 Modelos Baseados em Hibridizacao
3.3.1.1 Polimorfismo do Comprimento dos Fragmentos de Restri¢ao

Define-se RFLPs como a varia¢do no comprimento dos fragmentos de DNA produzidos
por uma endonuclease de restricdo especifica a partir de DNA genoémico de dois ou mais
individuos de uma espécie (Valadez; KAHL, 2000). Os fragmentos gerados de DNA sdo
separados em gel de agarose e transferidos para membranas de nylon ou nitrocelulose, onde sao
hibridizados com sondas de DNA, detectando sequéncias genomicas homologas a elas (Lanza
et al., 2000).

Por meio da autorradiografia, as sondas sdo detectadas e previamente marcadas por
elementos radioativos, mas, atualmente, essa sonda (sequéncias de DNA marcadas com

nucleotideos radioativos ou quimioluminescentes) estd sendo pouco utilizada, sendo
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predominantes as sondas fluorescentes ou as que participam de reagdes colorimétricas. Esses
marcadores podem ser causados por mudangas de substitui¢do de nucleotideos no sitio de
reconhecimento de enzima, rearranjo de DNA, insercdo ou delecdo (Oliveira ef al., 2021).

Conforme Lorenzoni, (2019), as analises realizadas por meio dos RFLPs de DNA
mitocondrial (mtDNA) e ribossomico (rDNA) tém sido utilizados para a genética de
populagdes, levantamento biogeografico e filogenéticos. Suas principais vantagens sdo a
expressdo codominante, alta reprodutibilidade, cobertura ampla do genoma, possibilidade de
utilizagdo de sondas heterélogas. Entretanto, ¢ uma técnica que requer um maior trabalho
laboratorial, pois necessita de uma grande quantidade de DNA com alto grau de pureza. Além
de necessitar de um conhecimento prévio da sequéncia para obter sondas especificas e possui
ainda um custo elevado quando comparada a outros marcadores, como marcadores de sequéncia
e microssatélites (Oliveira et al., 2021).

Embora os RFLPs necessitem de laboratorios bem equipados e mado de obra
especializada, estes marcadores apresentam heranga codominante, sendo possivel a
identificacdo de genotipos homozigotos e heterozigotos (Lanza et al., 2000), contribuindo
fortemente nos estudos de variabilidade genética, identificacdo de espécies e organizagao

populacional.

3.3.1.2 Minissatélites ou Repetigdes Tandem de Numero Variaveis (VNTR)

O DNA gendmico apresenta regides de cOpias e outras com niveis varidveis de
repeticdes. Essas repeticdes podem ser longas (satélites), curtas (minissatélites) ou muito curtas
(microssatélites). Os minissatélites ou locos VNTR (Rieger; Campos e Santos, 2006). Tais
locus sdo regides dispersas no genoma que contém um numero variavel de sequéncias de
nucleotideos repetidas e enfileiradas lado a lado (Tandem) que possuem um ntcleo comum de
10 a 15 pares de bases (Hanssen et al., 1999; Jeffrey et al., 1985)

As principais vantagens desse tipo de marcador sdo a alta reprodutibilidade das marcas
e a geracdo de muitas bandas informativas por reagdo (no caso de sondas para varios locos). As
desvantagens sao relacionadas a dominancia dos marcadores (no caso de sondas para varios
locos) e ao fato de a técnica ser mais trabalhosa, demorada e cara, a semelhanca dos marcadores
RFLP (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Contudo, esses marcadores podem ser utilizados por
meio da técnica de PCR (Faleiro; Andrade e Junior, 2011). Por outro lado, marcadores com
locos especificos podem gerar altos niveis de polimorfismo, além de serem, codominantes e
multialélicos com ampla aplicabilidade em estudos de diversidade genética, analises

filogenéticas e fingerprinting de variedades (Oliveira et al., 2008).
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3.3.2 Modelos Baseados por amplificacio de DNA em PCR
3.3.2.1 Técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase

Em 1985, o bioquimico Kary B. Mullis revolucionou a biologia molecular ao criar a
técnica da PCR, o que lhe rendeu o Prémio Nobel de Quimica, em 1993. Esta metodologia
baseia-se na sintese in vitro de moléculas de DNA, utilizando neste procedimento uma enzima
DNA polimerase termoestavel. Atualmente, os marcadores moleculares sao utilizados com os
mais diversos enfoques, incluindo estudos de variabilidade genética, programas de
melhoramento, estudos evolutivos, entre outros. Os diversos tipos de marcadores moleculares
disponiveis diferenciam-se pela tecnologia utilizada, pela habilidade de detectar diferencas
entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e reprodutibilidade (Chies ef al., 2014).

A polimerase dependente de DNA ¢ uma enzima que, sob certas condi¢des e na presenca
de uma pequena cadeia de DNA, que atua como um primer, ¢ capaz de produzir milhdes de
copias de certos fragmentos de DNA. Esses fragmentos sdo subsequentemente separados por
peso molecular e conformagdo por técnicas eletroforéticas, obtendo um padrdo de banda
especifico que nos permite diferenciar individuos (Rallo ef al. 2002). Conforme Lanza ef al.,
2000, primers s3o sequéncias curtas de DNA, que pareiam com o DNA-molde e servem de

iniciadores a sintese in vitro de uma nova fita de DNA.

3.3.2.2 Amplificagdo Aleatéria do DNA Polimoérfico (RAPD)

Descrita pela primeira vez na década de 90 por Williams et al. (1990) e McClelland
(1990) como uma derivagdo do processo da técnica de PCR envolvendo uma amplificagao
simultanea de varios locos andnimos do genoma, utilizando um unico primer, com capacidade
de se ligar a regides especificas do genoma (Valadez; Hahl, 2000). Para que um fragmento de
DNA seja amplificado, duas regides complementares ao primer devem estar separadas por até
2.000 pb (pares de base) e em orientagdes opostas (Lanza et al., 2000).

Desde entdo, inumeras pesquisas adotaram a utilizagdo do RAPD como marcador para
analises genéticas, como na detec¢do da variabilidade genética em populagdes naturais (Gois
[.LB et al.,, 2014). Trindade e Chaves (2005) e Freire et al (2007) foram os primeiros a
comprovarem a eficacia deste marcador em seu estudo da estrutura genética de Eugenia
dysenterica e Schizolobium parahyba.

Os polimorfismos produzidos por meio desta técnica, sio chamados de marcadores
RAPD podendo resultar de qualquer alteracao na sequéncia ou no local de ligagao do iniciador

que o impede de ingressar na cadeia, ou também pode ser os produtos de alteragdes que
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modificam o tamanho ou impedem a amplificacdo bem-sucedida do DNA-modelo (Aguilar,
2020).

Contudo, esta ¢ uma técnica de facil execugdo e aplicavel a qualquer tipo de organismo
(Lanza et al., 2000), uma vez que ndo € necessario de conhecimento prévio de dados de
sequéncia de DNA para a construcao de primers utilizados (Faleiro, 2017). No entanto, existem
problemas inerentes a reprodutibilidade dos padrdes de amplificagdo, além do baixo conteudo
de informagdo genética por loco, uma vez que sdo marcadores dominantes (Lanza et al., 2000)
ndo diferenciando os locos heterozigotos e homozigotos, detectando somente um alelo por

locos.

3.3.2.3 Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos Amplificados

Os AFLPs amplificados sdo resultantes do uso combinado de enzimas de restri¢do e da
PCR (Mueller e Wolfenbarger, 1999; Bikandi et al., 2004 apud Rieger; Campos e Santos,
2006). Constitui-se em duas enzimas de restricdo, sendo nucleases de restricdo (EcoRI/Msei)
as mais usadas (Lanza et al., 2000).

Segundo Oliveira et a/ (2021), a utilizagdo desta técnica ocorre em quatro importantes
passos: passos: Primeiro, clivagem do DNA gendmico; segundo a jungdo dos adaptadores com
os fragmentos gerados na hora da clivagem do DNA; Terceira, amplificacdo dos fragmentos
selecionados via PCR; quarta ocorre a divisao dos fragmentos selecionados em gel de alta
resolucdo. Rieger; Campos e Santos (2006) afirma que apds a digestdo do DNA gendmico sao
obtidos varios fragmentos de diversos tamanho e durante a amplificacio por PCR sao
adicionados adaptadores para enzimas de restri¢ao, cujos fragmentos podem ser amplificados e
analisados em um unico gel.

Por outro lado, Aguilar (2020) propde que ¢ necessario adicionar adaptadores para que
fiquem nas bordas dos fragmentos recém-formados e, assim, forne¢a, uma sequéncia conhecida
para poder amplificar por PCR, sendo também, necessario o uso de ligases para facilitar a
ligagdo entre bordas dos fragmentos e as sequéncias curtas conhecidas. Ainda afirma que, para
discriminar entre todos os fragmentos de restri¢ao que sao formados, os primers sdo projetados
de forma a incorporar o adaptador de sequéncia conhecido mais um, dois ou trés pares de base
- deixando de fora qualquer um dos possiveis: A, G, C ou T.

Apesar da alta reprodutibilidade, esta tecnologia € protegida por patentes, condi¢des que
restringem o seu uso (Rieger; Campos e Santos, 2006) e, € uma técnica trabalhosa que necessita
de DNAs gendmicos de alta qualidade e de um maior numero de reagentes, por ser realizada

em varias etapas (incluindo a digestdo do DNA com enzimas de restri¢ao) (Lanza et al., 2000).
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Contudo, ¢ possivel analisar simultaneamente varias regides do genoma, permitindo acessar
diferencas genéticas entre individuos, populagdes e espécies (Lorenzoni, 2019). Sendo possivel
realizar andlises de diversidade genética e grau de parentesco (Rieger, 2006), pois para a
utilizacao desta técnica ndo necessita de conhecimento prévio de dados de sequéncia de DNA

para a construcdo dos primers utilizados (Faleiro, 2007).

3.3.2.4 Microssatélites Simples ou Sequéncias Repetidas

Os SSR sao regides de pequenas sequéncias (de dois a 10 pares de bases) repetidas,
dispostas em série, que se supde distribuidas aleatoriamente por todo o DNA, sdo variaveis
dispersas pelos genomas de fungos, plantas e animais, que podem ou nao estar associados a
genes, sdo loci altamente mutdveis que podem estar presentes em muitos locais do genoma
(Aguilar, 2020). Essas regides sdo frequentemente variaveis e consequentemente uteis para
medir o polimorfismo entre espécies ou variedades estreitamente relacionadas, uma vez que a
repeti¢do por si s6 ndo codifica para formar proteina e, as sequéncias repetitivas de DNA
podem-se recombinar e expandir com mais frequéncia do que outros tipos de sequéncias
(Valadez e KAHL, 2000).

Por meio da PCR, essas regioes sao amplificadas, utilizando primers especificos (de 20
a 30 bases), complementares a sequéncias unicas que flanqueiam o microssatélite, assim, cada
segmento amplificado de tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco
(Ferreira; Grattapaglia, 1998). Estas sequéncias de DNA que flanqueiam as regides contendo
repeticdes curtas, sdo conservadas dentro de uma espécie, permitindo a sele¢do de primers de
PCR que podem ser utilizados para amplificar os SSRs. Desta forma, o polimorfismo no
tamanho dos fragmentos obtidos, da-se ao nimero diferente de repetigdes das sequéncias
simples (Lanza et al., 2000).

Embora os microssatélites permitam analisar apenas um locus por experimento, eles sdo
bastante informativos, pois permitem que as variantes alélicas sejam diferenciadas dos locus
analisados e, portanto, identificam grupos de ligacao entre diferentes mapas genéticos (Aguilar,
2020). Algumas espécies de mamiferos sdo exemplos de espécies que tem mapas genéticos em
constru¢do, como alguns primatas (De Pontbriand et al., 2002; Rieger, 2006). No entanto, para
o seu desenvolvimento € necessario conhecer a sequéncia e, portanto, sio menos numerosos do
que outros marcadores dominantes (Aguilar, 2020).

Marcadores do tipo microssatélites sdo considerados marcadores codominantes,
enquanto marcadores do tipo RAPD e Inter Repetigdes de Sequéncias Simples (ISSR) sdo

tratados como marcadores dominantes. Duas caracteristicas fazem com que a analise estatistica
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de marcadores dominantes seja menos informativa em comparacdo aos codominantes: a sua
natureza bialélica e dominante (Chies et al., 2014). ISSR sao fragmentos de DNA meio da PCR
utilizando um tnico primers construido a partir de sequéncias de microssatélites, obtém-se este

marcador via extracdo e amplificagdo da PCR do DNA (Faleiro, 2007).

3.4 Aplicacao dos Marcadores Moleculares na ordem Chiroptera

A inclusdo de dados moleculares na reconstrucdo de padrdes macro evolutivos tem
causado mudancas significativas a respeito do conhecimento acerca de Chiroptera, tanto na sua
relagdo com as demais ordens de mamiferos (Emonds et al., 2007; Meredith et al., 2011),
quanto a maneira com que as diferentes familias dentro do grupo estao relacionadas (Erick et
al., 2005; Teeling et al., 2005). Por outro lado, as mudancas causadas pelos estudos de
marcadores moleculares em morcegos, nao se limita somente aos padrdoes macro evolutivos,
uma vez que cada marcador exerce uma fun¢do a depender do estudo em questao, tornando os
géneros amplos em diversidade e passiveis de alteracdes a despeito das analises de inumeros
genes.

Diante do exposto, cita-se a Familia Mormoopidae que serviu como fonte de estudos
morfologicos, genéticos e combinados com as evidéncias moleculares apontando
incongruéncias com a diversidade tradicionalmente descrita pela morfologia (Pavan, 2014).
Ainda, Pavan (2014) afirma que Lewis-Oritt et al (2001), foram os pioneiros a inferir as
relagdes entre espécies de Mormoopidae através de dados moleculares, publicando a filogenia
de 37 espécimes obtida através da analise dos genes Citb e RAG2, descrevendo altos valores
de divergéncia genética intraespecifica. Portanto, espera-se que um padrdo fitogeografico, para
morcegos, seja semelhante ao das aves e diferente dos pequenos mamiferos nao voadores, que
apresentem baixa estruturagao e baixa divergéncia de sequéncias (Ditchfield, 2000).

Estudos populacionais com marcadores moleculares em morcegos ¢ atipico e,
geralmente, sdo focados na utilizagdo do mtDNA (Andrade, 2014), sendo comum também a
utilizacdo de genes nucleares, denominados nDNA (genes da regido nuclear do DNA), que
apesar de apresentar diferencas nas taxas de mutagdes, trazem diferentes informagdes sobre a

historia evolutiva dos organismos (Salomon, 2016).

3.4.1 DNA mitocondrial
O mtDNA animal ¢ constituido de uma molécula pequena de fita dupla circular que

codifica aproximadamente 5% de toda maquinaria necessdria para funcionamento da
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mitocondria (Nahum, 2001 apud Luz, 2014). Seu tamanho ¢ de aproximadamente 16000 pares
de bases (pb), com raras excecdes, possuindo apenas 37 genes (os quais codifica os 5%), sendo
considerado um genoma compacto com poucas sequéncias espacadoras e repetitivas. Seu
conteudo génico e a ordem em que esses genes encontram-se organizadas no genoma,
costumam ser conservados, tornando-se capaz de ligar individuos a sua linhagem materna, uma
vez que possul heranga exclusiva mitocondrial, além de ser considerado um marcador genético
preciso por apresentar mais de cinco mil copias numa unica célula (Martins; Amorim e
Caldeira, 2021).

Dentre os mtDNA, os genes Citocromo Oxidase da Subunidade I (COI), Citb e RNA
ribossdmico (rRNA) 16S, sdo os mais utilizados em estudos na Quiropterofauna brasileira,
ainda que os rRNA 16s seja pouco menos usado em comparacdo aos demais genes
mitocondriais, podendo atuar em conjunto na diferenciacdo de espécies. O DNA barcode
(cédigo de barras do DNA) consiste em um segmento do mtDNA equivalente a 680 pb do gene
COI (Luz, 2014), tornando-se uma das iniciativas de maior sucesso na identificagdo molecular
e discriminagdo de espécies (Hebert ef al., 2003). Em 2004 este fragmento de gene foi proposto
para servir como o cddigo de barras universal para todas as espécies animais através da criagao
do “Consortium for the Barcode of life” - CBOL: www.barcoding.si.edu (Moraes, 2016). A
fun¢ao mais essencial do DNA Barcode ¢ a identificacdo correta de um individuo dentro de

uma espécie ou indicar que a amostra nao pertence a nenhuma espécie descrita (Moritz; Cicero,

2004)

3.4.2 DNA nuclear

Segundo Salomon (2016), dentro do genoma nuclear, 0 RAG2 em conjunto com o
RAGI, os quais sao subunidades de enzima recombinase, ¢ o mais utilizado para efetuar o
reconhecimento e quebra das sequéncias-sinais de recombinacdo. Além disso, RAG2 evolui em
uma taxa mais lenta em relagdo a regides do gene citb, podendo ser de grande importancia para
estudos filogenéticos (Freygang, 2006)

Outro exemplo de nDNA sdo os marcadores SSR, encontra-se localizado ao longo das
regides do DNA nuclear, formando uma das classes de marcadores moleculares mais
polimoérficos conhecidos (Luz, 2014). Possui uma alta taxa de mutacao, devido a isto, tornaram

um excelente marcador para estudos populacionais (Barker, 2002).
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4 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento do projeto foi realizado uma revisao bibliografica. Para Lakatos
e Marconi (2017), a revisdo bibliografica ¢ indispenséavel para a delimitacdo do problema em
um projeto de pesquisa e para obter uma ideia precisa sobre o estado atual dos conhecimentos
sobre um tema, sobre suas lacunas e sobre a contribui¢do da investigagdo para o
desenvolvimento do conhecimento. Desta forma, foi realizado a andlise, caracterizagao,
avaliagdo e a integrag¢do dos principais tipos de marcadores moleculares utilizados em estudos
na quiropterofauna brasileira, da literatura publicada sobre marcadores moleculares Chiroptera.

As principais fontes a serem consultadas para a elaboragdo da revisdo bibliografica
foram artigos em periddicos cientificos, livros, teses, dissertagdes, descritos por Medeiros e
Tomasi (2008). Foram utilizados os principais sites de buscas de artigos cientificos como base
de dados: Scielo; Portal de periddicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) e Abra Global Trusted (DOAJ); Biblioteca Digital Brasileira de Teses e
Dissertagdes (BDTD); Google Académico; Science Direct; ATTENA — Repositorio Digital da
UFPE; Atena Editora e ResearchGate. Utilizando as seguintes palavras-chaves: Estudos
moleculares; Chiroptera molecular; Marcadores Chiroptera; Identificagdo molecular morcegos;
morcegos moleculares brasil; genética morcegos; molecular bats. Ainda, foram utilizados
caracteres de truncamento para melhor resultado nas pesquisas, tais como: asteriscos (*); hifen
(-) e aspas (“). A pesquisa consiste em artigos, teses dissertagdes entre os anos de 2012 a 2022,
sendo limitado a pesquisas realizadas no Brasil.

Ap6s a identificacdo dos marcadores moleculares, foi realizada a etapa de triagem —
separados por anos, autores e¢ pais. Também foi feito um fichamento de cada artigo/tese
contendo os temas, autores, ano, local e os tipos de marcadores moleculares encontrados nos

estudos feitos em quirdpteros.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca inicial identificou 56 publicagdes a partir das palavras-chave, titulos e abstract.
Apods uma segunda leitura dos materiais selecionados, houve a exclusdo de duplicatas, por nao
estarem de acordo com o periodo proposto do estudo ou ndo apresentarem dados completos
relacionado ao tema proposto pelo trabalho, permanecendo no estudo apenas 24 titulos, por

manifestarem os critérios para a abordagem qualitativa como mostra a Figura 2.

Figura 1. Esquema representativo do processo de sele¢do dos estudos.

BASE DE DADOS

/ N
( Fase | ) ( Fase 2 )

Defini¢io das bases de dados Analise dos titulos e resumos
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Fase 3 Estudos excluidos por nio
ase terem relagdo com o tema

Andlise dos textos completos: J
ESTUDOS INCLUIDOS NA REVISAO
( Fase 4 )

Elaboracio dos resumos

Fonte: Autora, (2023)

Dos 24 materiais literarios encontrados inicialmente, restaram 13 que foram
selecionados e constituem essa revisdo. Dentre as principais fontes consultadas, incluiram-se
artigos em periddicos cientificos, teses, dissertacdes e capitulo de livros, utilizando diversas
bases de dados como Scielo, Portal de periddicos CAPES, entre outras. As palavras-chave
utilizadas foram cuidadosamente selecionadas para otimizar a busca, e os resultados foram
filtrados considerando o periodo de interesse e a delimitagdo geografica, focando nas pesquisas

realizadas no Brasil.
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Contudo, a revisdo das literaturas realizada apresentou uma andlise abrangente dos
marcadores moleculares utilizados em estudos sobre a quiropterofauna brasileira, abordando os
anos de 2012 a 2022 representados pelo Grafico 2. O objetivo principal foi compreender a
diversidade de marcadores empregados, bem como identificar tendéncias e lacunas na pesquisa

genética desses mamiferos alados.

Grafico 2. Quantitativo de trabalhos publicados por ano.

2013 2014 2016 2017 2018 2019 2020 2021

—i i = L - - - L

1Artigo 1Tese 2Teses 1Artigo 2Artigos 1Artigo 1Tese 1 Artigo
2Artigos  1Capitulo

Fonte: Autora, (2023)

A andlise dos dados revelou uma variedade significativa de marcadores moleculares
empregados nos estudos em quiropterofauna brasileira. Dentre os mais recorrentes, destacam-
se marcadores de mtDNA, como os genes COI, Citb e rRNA 16S. Esses marcadores t€ém sido
frequentemente utilizados para identificacdo molecular e discriminacdo de espécies, inclusive
por meio da técnica de DNA Barcode.

Além do mtDNA, foram identificados estudos que exploram marcadores nucleares,
como 0 RAG?2, isso indica uma tendéncia crescente em explorar o genoma nuclear para estudos
filogenéticos em quiropterofauna. A escolha de marcadores mais lentos na taxa de evolugao,
como 0 RAG2 em comparacao com regides do gene citocromo b, sugere a busca por marcadores
que oferecam uma resolucdo filogenética mais robusta, especialmente em escalas evolutivas
mais profundas.

A presenga de marcadores SSR também foi observada, o que enfatiza a importancia
desses marcadores altamente polimorficos em estudos populacionais. A alta taxa de mutagao
dos microssatélites os torna ferramentas valiosas para investigar a estrutura populacional, a
diversidade genética e os padrdes de dispersdo em populacdes de morcegos.

Devido as dificuldades na identificagdo das espécies com estudos analiticos de
caracteres morfologicos, passou-se a utilizar, em conjunto, o0 método molecular. Marcadores

moleculares utilizados na identificagdo de espécies é cada vez mais empregado, por sua
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capacidade de detectar padrdes de subdivisao filogenética e espécies cripticas, muitas vezes nao
mensuradas em analises apenas por meio da morfologia (Barros et al., 2021).

Em face do exposto, o presente estudo obteve resultados positivos na identificacdo dos
marcadores moleculares utilizados em estudos na quiropterofauna brasileira. Sendo o mais
comum o gene mitocondrial COI, utilizada para identificar espécies e sua similaridade genética
entre espécies da mesma ordem (Chiroptera). Este gene mitocondrial tem sido estudado por
varias familias de morcegos (Noctilionidae, Phyl lostomidae, Vespertilionidae e Molossidae) e
¢ uma ferramenta eficaz para a identifica¢ao de espécies (Clare, et al., 2007; Clare et al., 2011;
Gager, et al., 2016).

Dos treze artigos estudados, apenas trés ndo foram utilizados o CO1. Ademais, os
artigos analisados obtiveram divisdes dos marcadores moleculares em mtDNA e nDNA,
utilizados para fins de comparagao filogenética, filogeografica e similaridade genética entre as
espécies.

De modo geral, todos utilizaram como metodologia de amostragem e coleta a fixacdo
dos espécimes em alcool 100% e transferido para alcool 70%. Os genes moleculares, utilizados
como marcadores, CO1, rRNA 16S e 18S foram amplificados em PCR, analisadas em bancos
de dados com a finalidade de identificar similaridades morfologicas entre espécies. Como por
exemplo, os genes COI e rRNA 16S confirmou a ocorréncia da Sturnira tildae (Phyllostomidae)
no bioma amazoénico maranhense do municipio de Candido Mendes — estado do Maranhao
(Lima et al., 2021). Uma outra analise do marcador COI, no municipio de Caxias também no
estado do Maranhdo, confirmou a similaridade para a identificagdo da espécie Noctilio
albiventris (Noctilionidae) como primeira evidéncia no bioma cerrado e o segundo registro no
estado do Maranhdo (Olimpio et al., 2018), confirmou também o diagndstico molecular e
morfologico da espécie Cynomops planirostris (Molossidae) (Mendes et al., 2020). Este mesmo
marcador afirmou, por meio do Bold Systems, a identificacdo da ocorréncia de Trinycteris
nicefori (Pyllostomidae) nos municipios de Godofredo Viana e Candido Mendes — Maranhao
(Lima et al., 2018).

Bem como os diferentes marcadores repetitivos 18S rDNA e teloméricas indicaram que
a amplificagdo e distribuicdo diferencial contribuiram na formagdo da arquitetura
cromossomica para fins de organizacdo filogenética do subgénero Artibeus, mais
especificamente nas espécies Artibeus planirostris e Artibeus lituratus, ambas pertencentes a
familia Phyllostomidae, da Amazodnia central (Norte do Brasil) (Souza et al., 2017).

Em concordancia com Andrade (2014), ao estudar duas populagdes de Lonchorhina

aurita (Phyllostomidae) nos municipios de Toritama e Triunfo no estado de Pernambuco,
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observou por meio dos marcadores ISSR 1 e ISSR 2 dois clados monofiléticos para ambas as
populagdes. Por outro lado, o gene COI identificou que a populacao de Triunfo formou um
clado monofilético com um tnico haplétipo, enquanto a populagdo de Toritama apresentou-se
como parafilético com dois clados. Seguindo as analises de dados dos marcadores mitocondriais
e nucleares, os valores de fst indicaram que as fémeas de Lonchorhina aurita migram com maior
frequéncia em rela¢do aos machos.

Os resultados de Ferreira ef al (2013) vao de encontro aos achados de Silva (2020) pois
ambos apresentam padrdes de divergé€ncia genética entre populagdes de Artibeus obscurus e
Tonatia saurophila e Tonatia bidens (Phyllostomidae) através da utilizagdo do fragmento do
gene mitocondrial cityb. No entanto, as distancias genéticas para o cityb entre populagdes de
Tonatia bidens revelam que espécies da regido do Paraguai e de Sao Paulo (Brasil) sdo mais
aproximadamente relacionadas do que qualquer um desses individuos do nordeste brasileiro.

No entanto, Salomon (2016) obteve sucesso ao utilizar o gene citb em analises
filogenéticas, bayesiana e de maxima parcimonia nas espécies dos géneros Eumops, Cynomops,
Molossus e Tadarida (molossidae) na regido de Guarapuava — Parand. Ainda, somente nas
andlises das sequencias, utilizando o GenBank, confirmou a identificagdo da espécie Molossus
molossus com 94% de similaridade para o gene RAG2 e 100% para o citb, e a espécie Eptesicus
furinalis (Vespertilionidae) por meio do gene RAG2 com 97% de similaridade. Por outro lado,
ndo obteve resultados positivos de similaridade desta mesma espécie para as sequencias de
citocromo b. Em contrapartida, Basantes et a/ (2020) utilizou ambos os marcadores para a
avaliagdo do status taxonomico da subespécie de Tomatia saurophila (Phyllostomidae)
recuperando o género Tonatia como monofilético e irmdo de um clado que incluia outros
representantes da mesma familia.

Desta forma, os marcadores moleculares t€ém contribuido significativamente para a
compreensdo dos padrdes macroevolutivos em quiropterofauna, redefinindo relagdes entre
familias e evidenciando incongruéncias entre dados morfoldgicos € moleculares. Bem como a
Familia Vespertilionidae foi citada como exemplo, destacando a importancia dos marcadores
moleculares na revisao taxondmica desses animais, dessa forma ilustram como a aplicagao
desses genes como marcadores t€ém impacto direto na taxonomia € na compreensao da
diversidade biologica.

Em sintese, foi possivel visualizar o emprego de marcadores moleculares em estudos
genéticos de morcegos no Brasil, destacando a diversidade de abordagens e marcadores

empregados. A compreensdo dessas informagdes ¢ crucial para orientar futuras pesquisas,
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preenchendo lacunas e promovendo avangos no conhecimento sobre a genética desses

mamiferos alados, como representados na Tabela 1.

Tabela 1. Marcadores Moleculares Identificados em Estudos na Quiropterofauna Brasileira.

MARCADORES MOLECULARES - CHIROPTERA

QTD REF mtDNA nDNA Espécies analisadas Locais
1 SILVA . Tonatia bidens; ,
(2020) COI/Citb - Tonatia saurophila Mato Grosso e Paraiba
2 RAMOS . Noctilio albiventris; CFPIC: Bahia;
2016 COI/Citb Noctilio I . Pernambuco; R. do
( ) octilio leporinus Norte
3 | Basantes et al . . . Nordeste da Bacia
(2020) Citb RAG2  Tonatia saurophila Amazonica/Brasil
4 Souza et al rDNA Artibeus
2017 - 18S/LI planirostris; INPA/Brasil
( ) NEI1 Aribeus lituratus
5 Olimpio et al o . . .
(2018) COlI - Noctilio albiventris Caxias/MA
6 Mendes et al Cynomops .
(2020) col i planirostris Caxias/MA
7 Lima et al . . GodofredoViana/MA
(2018) ol - Trynicteris nicefori o 46 Mendes/MA
8 Mendes et al Cynomops .
(2020) COI - Dlanirostris Bioma Cerrado/MA
9 Lima et al rRNA o .
(2021) COlI 165 Sturnira tildae Candido Mendes/MA
10 | Ferreira et al . . Regido Sul da Mata
(2013) Citb i Artibeus obscurus Atlantica e Amazonia
11 ANDRADE . Lonchorhina aurita . .
(2014) COI/Citb  ISSR Desmodus rotundus Toritana e Triunfo/PE
12 SA(]E(S%I;) N Citb RAG2  Molossus molossus Guarapuava/PR
13 LH(\;[& g; al COlI - Trynicteris nicefori Caxias/MA

Fonte: Aurora, (2023)
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir da analise dos estudos sobre marcadores moleculares na quiropterofauna
brasileira entre 2012 e 2022, identificamos uma diversidade de abordagens genéticas
empregadas para decifrar os padrdes genéticos, evolutivos e populacionais dos morcegos.
Estudos apontam uma predominancia do DNA mitocondrial, destacando a eficacia do gene COI
como uma ferramenta fundamental para a identifica¢do rapida e diferenciada de espécies. A
crescente inclusao de marcadores nucleares, como RAG2, sinaliza uma busca por resolugdes
filogenéticas mais robustas, especialmente em escalas evolutivas mais profundas. A relevancia
dos microssatélites SSR em estudos populacionais foi enfatizada, proporcionando uma
compreensdo mais profunda da estrutura genética e da diversidade populacional dos morcegos
brasileiros. Além disso, os desafios e limitacdes associados a certas técnicas de marcadores
moleculares, como RAPD e AFLP, foram identificados, destacando a importancia continua do
refinamento e padronizacdo dessas abordagens. As contribui¢des dos estudos moleculares na
taxonomia e nos padrdes macroevolutivos foram evidentes, redefinindo relagdes filogenéticas
e esclarecendo a diversidade dentro de familias especificas, como Mormoopidae. Além disso,
a discussao sobre a interse¢do entre dados moleculares e morfoldgicos destaca uma abordagem
integrada para compreender completamente a complexidade da quiropterofauna.

Portanto esta pesquisa, consolida as conquistas recentes em genética de morcegos no
Brasil, assim como também aponta para dire¢des promissoras, na integracdo de dados

moleculares, oferecendo uma compreensao mais profunda da biologia e ecologia dos morcegos.
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