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RESUMO

COMPLEXO Artibeus Leach, 1821(CHIROPTERA: PHYLLOSTOMIDAE) DE
OCORRENCIA NOS BIOMAS CERRADO E AMAZONIA MARANHENSES

Os Morcegos do género Artibeus pertencem a ordem Chiroptera, familia Phyllostomidae.
Estes apresentam problemas taxondmicos referentes a sua identificagdo, sendo motivo de
grandes controvérsias. No presente trabalho foram utilizadas analises morfométricas,
craniométricas e moleculares das espécies do complexo Artibeus de ocorréncia nos Biomas
Cerrado e Amazobnia maranhenses com objetivo de inferir sobre incertezas taxonémicas,
distribuicdo geogréafica, bem como, verificar a ocorréncia do virus rabico nestas espéecies. Nas
andlises, morfométricas e craniométricas foram investigados um total de 38 marcadores
fenotipicos, dessa forma, foram obtidas medidas de caracteres externos (n=14) e cranianos
(n=25) em 39 espécimes. Os resultados das medidas foram submetidos a analises estatisticas
no software Statistic (analises discriminantes) para selecionar os melhores caracteres que
separam as espécies. Esta discriminacdo entre a média das varidveis foram calculadas pelo
método Stepwise. As medidas das varidveis morfoldgicas que mais contribuiram para a
discriminacdo, foram o comprimento do antebraco (Ant.E e Ant.D), o terceiro e quarto
metacarpo ( 111 e IV Me). Para os caracteres cranianos as principais variaveis que discriminam
as espécies foram o comprimento total do cranio (Ct), da série de dentes superiores (CM2/3S),
o comprimento do condilo canino (Cc), a largura externa dos molares (Lm) e a largura da
caixa craniana (Lcx), a que menos contribuiu foi a largura interorbital (Li). A analise craniana
mostrou formato triangular do pds-orbital e uma crista cranial evidente. A analise canénica
das variaveis cranianas separou as espécies e mostrou A. obscurus bem separada das demais
espécies. Os genes citocromo oxidase | (COI) e rRNA 16S foram amplificados via PCR a
partir do DNA total e em seguida realizou-se o sequenciamento. Para andlise dos dados
genéticos foram utilizados os softwares: BIOEDIT, DNAsp e MEGA. As sequencias do gene
COI foram plotadas na plataforma Barcode of Life Data Systems (BOLD Systems) e do gene
rRNA 16S na plataforma Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Verificou-se
incongruéncias entre a identificacdo morfolégica e molecular de algumas espécies, a exemplo
de A. lituratus Olfers, 1818 (CESC 114, RRM 71) que mostrou 100% de similaridade com A.
planirostris Spix, 1823 e uma baixa divergéncia, alcancando apenas 2,9 e 1,7%
respectivamente; A. fimbriatus Gray, 1838 (CESC 125) apresentou 100% de similaridade com
A. lituratus e divergéncia de apenas 1,8%; A. obscurus Schinz, 1821 (RRMZ29) mostrou
99,69% de similaridade com A. planirostris e alcangou 2,0% de divergéncia. Para A. obscurus
(RRM29) e A. planirostris foi encontrado divergéncia de apenas 0,8 % para o0 gene RNA 168S.
As arvores filogenéticas geradas independentes do gene mostraram monofilia para as espécies
do género Artibeus de ocorréncia nos dois biomas maranhenses. Os resultados das analises
morfolégicas mostraram a ocorréncia de A. lituratus, A. fimbriatus, A. obscurus e A.
planirostris para o Bioma Cerrado, no entanto a molecular aponta apenas as espécies A.
lituratus, A. obscurus e A. planirostris para este bioma. Para o bioma amaz6nico
independente do caractere ndo houve registro da espécie A. fimbriatus. Fez-se o Teste de
Imunofluorescéncia Direta para verificagdo da presenca ou auséncia do virus da raiva que
revelou resultados negativos para todos os espécimes analisados, confirmando a auséncia do
virus.

Palavras—Chave: Identificacdo, Morfologia, Marcadores moleculares, Raiva.



ABSTRACT

COMPLEX Artibeus Leach, 1821 (CHIROPTERA: PHYLLOSTOMIDAE) OF
OCCURRENCE IN CLOSED BIOMAS AND AMAZON MARANHENSES

Bats of the genus Artibeus belong to the order Chiroptera, Phyllostomidae family. These
present taxonomic problems related to their identification, being the cause of great
controversy. In the present work, morphometric, craniometric and molecular analyzes of the
species of the Artibeus complex occurring in the Cerrado and Amazonia Maranhenses Biomes
were used in order to infer about taxonomic uncertainties, geographic distribution, as well as
to verify the occurrence of the rabies virus in these species. In the analysis, morphometric and
craniometric were investigated a total of 38 phenotypic markers thus external measurements
were obtained characters (n = 14) and brain (n = 25) in 39 specimens. The results of the
measurements were submitted to statistical analysis in the Statistic software (discriminant
analyzes) to select the best characters that separate the species. The discrimination between
the averages of the variables were calculated by Stepwise method. Of the morphological
variables, the length of the forearm (Ant.E and Ant.D), the third and fourth metacarpal (llI
and IV Me) were the main contributors to the discrimination. For the cranial characters the
main variables that discriminated the species were the total length of the cranium (Ct), the
series of upper teeth (CM2/3S), the length of the canine condyle (Cc), the external width of
the molars (Lm) and the width of the cranial box (Lcx), the one that contributed least was the
interorbital width (Li). The cranial analysis showed triangular shape of the post-orbital and an
evident cranial crest. The canonical analysis of the cranial variables separated the species and
showed A. obscurus well separated from the other species. The cytochrome oxidase | gene
(I0C) and 16S rRNA were amplified by PCR from total DNA and after sequencing was
performed. For the analysis of genetic data, the following software were used: BIOEDIT,
DNAsp and MEGA. The COI gene sequences were plotted on the Barcode of Life Data
Systems (BOLD Systems) platform and the 16S rRNA gene on the Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) platform. There were incongruities between the morphological and
molecular identification of some species, such as A. lituratus (CESC 114, RRM 71) that
showed 100% similarity with A. planirostris and a low divergence reaching only 2.9 and 1.7
% respectively; A. fimbriatus (CESC 125) 100% similarity with A. lituratus and the
divergence reached of only 1.8% and A. obscurus (RRM29) with 99.69% similarity with A.
planirostris reached 2.0%. For A. obscurus (RRM29) and A. planirostris a divergence of only
0.8% was found for the 16S RNA gene. The phylogenetic trees generated independently of
the gene showed monophyly for the species of the genus Artibeus of occurrence in the two
biomes of Maranhdo. The results of the morphological analyzes showed the occurrence of A.
lituratus, A. fimbriatus, A. obscurus and A. planirostris for the Cerrado biome, although the
molecular species only indicates A. lituratus, A. obscurus and A. planirostris species for this
biome. For the Amazonian biome, independent of the character there was no record of the
species A. fimbriatus. The Direct Immunofluorescence Test was performed to verify the
presence or absence of the rabies virus, which revealed negative results for all the analyzed
specimens, confirming the absence of the virus.

Key words: Identification, Morphology, Molecular markers, Rabies
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais da Ordem Chiroptera

O Brasil € um pais considerado rico em biodiversidade com sua fauna bem
representada por mamiferos, ocorrendo 710 espécies, 243 géneros, 50 familias e 12 ordens,
sendo as mais especiosas Rodentia e Chiroptera, com respectivamente 34,7% e 24,8% (REIS
et al., 2011). Os morcegos pertencem a ordem Chiroptera, 0 nome provem do grego, “Cheir”
(mao) e “Ptero” (asa), indicando que as asas dos morcegos sdao méaos altamente modificadas
(REIS et al., 2013). Entre os mamiferos sdo 0s Unicos a possuirem capacidade de véo
verdadeiro e a maioria de suas espécies sdo ativos a noite, com exce¢do do grupo das raposas-
voadoras, que inclui muitas espécies diurnas (REIS et al., 2007).

A fauna mundial de morcegos engloba 1.300 espécies, 202 géneros e 18 familias
(VOIGHT e KINGSTON, 2016). No Brasil ha nove familias, 68 géneros e 179 espécies
registradas (NOGUEIRA et al., 2014, FEIJO et al., 2015). Entretanto, ha uma total caréncia
de estudos em cerca de 60% do territorio brasileiro e nenhum dos biomas encontram-se
minimamente amostrados (BERNARD et al.,, 2011). Assim, os estudos sobre a atual
diversidade de morcegos no Brasil ainda é uma estimativa, apesar de estar aumentando
significamente.

Estudos voltados para o conhecimento dos morcegos séo de fundamental importancia,
considerando que participam ativamente na manutencéo dos ecossistemas, conservacdo destes
e dos remanescentes florestais, pois influenciam de forma direta nos ambientes em que atuam,
ocupando os mais variados nichos ecoldgicos com uma diversidade que envolve desde
espécies dispersoras de sementes, polinizadoras de plantas, predadoras de vertebrados e
invertebrados até sanguivoros (FINDLEY, 1993). Assim sdo excelentes fontes de informagdes
para o estudo da diversidade, pela sua abundéncia, e pela riqueza de espécies.

Os quirdpteros estdo associados a determinadas doencas de origens bacterianas,
fangicas, e virais (GREENHALL et al. 1983, HILL e SMITH 1986, CONSTANTINE,1988),
assumindo um importante papel epidemioldgico, incluindo a transmissdo do virus rabico
(SCHNEIDER et al., 2009). Das 179 espécies registradas no Brasil, cerca de 41 ja foram
diagnosticadas com o virus (SODRE et al., 2010), pois possuem caracteristicas que 0s
potencializam como transmissores do virus rabico, dentre essas, estdo a capacidade de voo, o
numero elevado de individuos, a ampla distribuicdo geogréafica, o comportamento em coldnia,
e a existéncia das espécies hematdfagas (MESSENGER et al. 2003, CALISHER et al. 2006 ).

Os morcegos apresentam-se bem distribuidos, estdo entre os grupos de mamiferos

mais antigos e divergentes. Isso se deve a diversidade de habitats, h&bito de vida e historia
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natural que refletem em distintas morfologias e levam a adaptacgdes e diversificagdo do grupo
acompanhado por mudancas comportamentais e fisiologicas (FREEMAN, 2000). Mostram-se
complexos, na identificacdo das relacdes de parentesco baseados em caracteres que estejam
envolvidos apenas com mecanismos adaptativos, como os morfoldgicos. Sendo assim, faz-se
necessarios 0 uso de outros caracteres que possam inferir quanto a resolugdo dessa

problematica.

1.2 Familia Phyllostomidae

Entre as familias de morcegos neotropicais, a familia Phyllostomidae é a que apresenta
maior representatividade. As revisdes taxondmicas apontam para 10 subfamilias, sendo elas:
Macrotinae,  Micronycterinae, = Desmodontinae,  Phyllostominae,  Lonchophyllinae,
Rhinophyllinae,  Stenodermatinae,  Carolliinae,  Glyphonycterinae, = Glossophaginae
(DATZMANN et al., 2010) com 60 géneros e cerca de 200 espécies reconhecidas (REIS et
al., 2007, 2011; SOLARI et al., 2014; HURTADO et al., 2014). Caracteristica marcante
relacionada ao grupo € a presenca de uma folha nasal, estrutura membranosa, localizada junto
as narinas, que esta relacionada a ecolocalizacdo (biossonar), participando no direcionamento
dos ultrassons que saem pelas narinas (NEUWEILER, 2000).

A diversidade de nichos ecoldgicos que a familia Phyllostomidae pode estar associada
é marcante, sendo frugivoros; nectarivoros; carnivoros; insetivoros; hematdfagos, assim,
constata-se que, o fato de possuirem grande mobilidade, plasticidade no uso de abrigos e
diversidade de habitos e itens alimentares, tornam-se capazes de transportar o virus rabico
para outras especies em vérias localidades por unidade de tempo (WOO et al. 2009). Os
morcegos desta familia assumem papel ecoldgico importante, pois atuam na dispersdo de
sementes e na polinizacdo de muitas espécies vegetais, sendo responsaveis pela regeneracdo
de areas florestadas (BREDT et al.,1996).

As espécies representantes desta familia sdo anatomicamente complexas apresentando
formas bastante diversificadas, o que determina consideravel confusdo e desacordos em
estudos sistematicos e filogenéticos de alguns géneros e espécies. Exibem diversidade de
caracteristicas morfoldgicas, tais caracteristicas foram mencionadas por Freeman (2000)
considerando rostro, tamanho e variacdo morfologica dos dentes. O rostro: fino, alongado,
curto, largo; o tamanho: maiores e menores e a variacdo morfoldgica dos dentes relacionada a
seus habitos alimentares. Estes fatos, entre outros, tem sido fator primordial para estudar os

filostomideos.
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1.3 Género Artibeus

Os morcegos do género Artibeus mostram-se bem distribuidos nas florestas
neotropicais (LIM et al. 2004). E um dos géneros mais numerosos (SIMMONS, 2005) com
aproximadamente 18 espécies ocorrendo do Mexico ao norte da Argentina (MARQUES
AGUIAR, 2008). De acordo com Nogueira et al. (2014) em uma revisdo da subfamilia
Stenodermatinae a qual pertence o género Artibeus, no Brasil ocorrem cinco espécies:
Artibeus concolor (Peters, 1865), Artibeus fimbriatus (Gray, 1838), Artibeus lituratus (Olfers,
1818), Artibeus obscurus (Schinz, 1821) e Artibeus planirostris (Spix, 1823) (Figura 1).

Figura 1. Espécies de morcegos do género Artibeus. Em (A) Artibeus lituratus; (B) Artibeus planirostris; (C)
Artibeus fimbriatus; (D) Artibeus obscurus.

Fonte: GENBIMOL

Os morcegos do género Artibeus sdo frugivoro, de alimentacdo variada, importantes
dispersores de sementes. (NOWAK, 1994: ZORTEA e CHIARELLO, 1994; BREDT et al.,
1996). Podem viver solitariamente ou abrigando-se em grupos com 8 a 10 individuos que se
dispdem nos galhos de arvores (MUNOZ-ROMO, 2006), emite sinais multi-harmdnicos
curtos, de banda larga e alta frequéncia e apresenta ecolocaliza¢do de frequéncia modulada
(JENNINGS et al., 2004).
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Os Artibeus sdo classificados na subfamilia Stenodermatinae que é constituida de
morcegos grandes e pequenos, com listras faciais evidentes, ou pouco perceptiveis, folha
nasal de tamanho médio, uropatagio e cauda podem estar ausentes (REIS, 2013). Em A.
lituratus e A. fimbriatus, espécies filogeneticamente proximas, a folha nasal apresenta-se
especialmente evidente, diferindo significativamente as duas espécies, sendo maior em A.
lituratus o que permite identificar a morfologia da folha nasal como carater taxonémico na
identificacdo destas espécies (BARROS et al., 2002). Entretanto, a separacdo da margem

inferior da folha nasal com labio diferenciam A. fimbriatus de A. planirostris (Figura 2).

Figura 2: Diferengas entre espécies do género Artibeus em relagdo a folha nasal. A esquerda . A. fimbriatus com

a borda inferior da folha nasal soldada ao labio superior. A direita em A. planirostris com a borda inferior da

folha nasal livre.

1.3.1 Problemética TaxonOmica do Género Artibeus

De acordo com Wetterer et al (2000) os Artibeus demonstram certa complexidade
havendo desacordo no que se refere ao relacionamento entre as espécies deste tdxon e a
monofilia do grupo como um todo. Pois a grande sobreposicao de caracteres externos leva ao
diagndstico equivocado de muitos individuos (DIAS e PERACCHI, 2008). Este género tem
sido alvo de constantes debates entre os sistematas, pois quanto a distribuicdo nos subgéneros
ndo ha acordo (OWEN 1987, 1991; BUSSCHE et al., 1998; WETTERER et al., 2000). A
taxonomia e a sistematica do género sdo extremamente complexas e tem sido motivo de
grandes controvérsias (TADDEI, 1998). H4 também muita discussao em nivel especifico.

Um problema abordado constantemente nos trabalhos sistematicos do género esta
relacionado com o nivel taxondmico de A. planirostris, que ja foi considerada uma subespécie
de A. jamaicensis (HANDLEY,1987). Lim et al. (2004), baseados em estudos moleculares,
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concluiram que A. jamaicensis e A. planirostris sdo entidades distintas (OWEN 1987;
KOOPMAN 1993), restringindo a distribuicdo de A. jamaicensis ao norte do Rio Orinoco na
Venezuela e estabelecendo que os exemplares encontrados ao sul do Rio Orinoco seriam na
verdade A. planirostris. O autor também comparou sua filogenia molecular com as filogenias
morfolégica (MARQUES-AGUIAR, 1994) e morfométrica (GUERRERO et al., 2003).

As espécies A. fimbriatus e A. lituratus sdo espécies morfologicamente convergentes
em varios aspectos e foram confundidas durante muito tempo em suas areas de ocorréncia.
HANDLEY (1989) redescreveu A. fimbriatus diferenciando-a das demais espécies e forneceu
informagdes sobre sua distribui¢do geografica. Apesar dos numerosos esfor¢cos empregados na
resolugdo dos problemas taxondmicos do género Artibeus, a problematica persiste
principalmente em relacdo a caracterizacdo e variacdo geografica das espécies brasileiras
(TADDEI et al.1998). Segundo Tavares et al. (2008) o género necessita de uma revisao
abrangente que inclua comparacdes com todas as formas geograficas, portanto, realizar a
identificacdo apenas em campo torna-se inviavel (TADDEI et al., 1998; DIAS e PERACCHI,
2008; ARAUJO e LANGGUTH, 2010).

1.4 Caracteristicas Morfométricas e Craniométricas

As medidas morfométricas e craniométricas permitem discriminar as espécies
morfologicamente, principalmente espécies que possuem controvérsias em sua classificacao,
como as do género Artibeus (TADDEI, et al., 1998). A morfometria é utilizada pelos
taxonomistas para mensurar medidas que possam diferenciar as espécies, criando referéncias
para comparacdes (PERES-NETO, 1995). E usada para a identificagdo de populacbes de
organismos, que podem assumir diferentes formas ou tamanhos, conforme o ambiente em que
se desenvolvem. Constitui uma importante ferramenta no estudo da morfologia, pois pode
detectar padrdes de anomalias e variacdes tanto de tamanho quanto de forma (STUPP DE
SOUZA, 2008).

A craniometria é caracterizada como a mensuracao do cranio, é definida como sendo
uma técnica que determina a medicdo do cranio de maneira sistematizada universalmente. O
que permite a avaliagdo comparativa entre estudos realizados por diferentes pesquisadores,
que tem por finalidade a complementacdo da inspecdo visual do cranio (cranioscopia) e
permite o conhecimento das variabilidades morfoldgicas dos cranios animais (PEREIRA e
ALVIM, 2006).

Estudo morfométricos e craniométricos em morcegos vem sendo realizados a fim de

classificar e organizar as espécies que apresentam grandes similaridades no género e
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subfamilia (BAKER et al., 2002). Embora tenham sido realizados estudos sobre a anatomia
craniana funcional em filostomideos (FREEMAN, 1988, 1992; FREEMAN e WEINS, 1997)
esse grupo permanece inexplorado do ponto de vista de descri¢do detalhada sobre a osteologia
craniana. Cadrin (2000) sugere que a interacdo dos individuos com o ambiente pode produzir
diferengas morfométricas dentro da mesma espécie ou aumentar estas diferencas entre

diferentes espécies.

1.5 Ferramenta Molecular

Ferramentas moleculares, tanto em nivel de familia como em niveis taxondmicos
menores acrescentam dados importantes que complementam a morfologia. Geger et al. (2014)
destacam a importancia de combinar carateristicas morfolégicas e dados genéticos na
identificacdo de espécies, ja que alguns parametros podem variar geograficamente. Pesquisas
tém mostrado que os marcadores moleculares tém sido utilizados em varios estudos com
diferentes grupos de animais, visando a caracterizagdo da variabilidade. Desta forma os dados
moleculares podem trazer informacdes inestimaveis sobre as espécies de morcegos (OPREA,
2013).

Estudos em quirdpteros com os genes mitocondriais rRNA 16S, rRNA 12S,
Citocromo Oxidase subunidade | (COIl) e Citocromo b (Cyt b) por exemplo, tém
proporcionado caracterizacdo de espécies cripticas, identificacdo das espécies, estudos
populacionais e relacionamentos filogenéticos (BURLAND e WILMER, 2001; BUSSCHE e
HOOFER, 2004; MARTINS et al., 2009; OLIVEIRA, 2013). Dentre os genes mitocondriais 0
gene rRNA 16S é o mais conservado com baixas taxas de mutac¢des, sendo bastante utilizado
em estudos para a identificacdo e caracterizacdo de espécies (COLEMAN, 2003; NAEGELE
et al., 2006). O gene COI é um gene de evolucdo suficientemente rapida e por isso permite a
discriminacdo de espécies que estdo intimamente associadas (COX e HEBERT, 2001).
Apresenta 1.551 pares de bases, dos quais 648 s@o consideradas como barcoding
(MURAKAMI et al., 1998), possuindo vantagens na identificacdo de espécies, especialmente
em espécies cripticas, tendo em vista que possui divergéncias intraespecificas menores que as
interespecificas (HEBERT et al., 2003).

1.6 Biomas Maranhenses

A Amazonia é a maior floresta tropical do mundo e abriga uma grande diversidade
biolégica (HEYER et al., 1999; MAGURRAN, 2011). Ocupa aproximadamente 5,4 milhdes
de Km? e estende-se por oito paises na América do Sul. A porgdo mais oriental do bioma
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atinge o Estado do Maranhdo que possui 81.208,40 km?, representando 24,46% do territorio
do Estado (IBGE, 2002).

Os morcegos apresentam as maiores riquezas entre as comunidades de mamiferos da
Amazonia servindo como bons modelos para estudos sobre a diversidade e a biogeografia
(VOSS e EMMONS, 1996; MORATELLI et al.,, 2010), pelo menos 147 espécies de
morcegos ocorrem neste ambiente, das quais 46 sdo de ocorréncia restrita ao bioma,
representando 87 % da fauna conhecida para o pais, no entanto, considerando a extenséo deste
bioma o conhecimento da diversidade de morcegos ainda é muito baixo (BERNARD et al.,
2011) com a por¢do do Maranhdo apresentando 21 espécies de morcegos registradas (CRUZ
etal., 2007; BERNARD et al., 2011; OLIVEIRA et a., 2011; REIS et al., 2011).

O Cerrado ¢ a area florestal mais extensa da América do Sul e um dos 34 hotspots de
biodiversidade do mundo (MYERS et al., 2000, MITTER MEIER et al., 2004) ocupa mais de
200 milhdes de hectares do territorio brasileiro abrigando um rico patrimdnio de recursos
naturais renovaveis adaptados as duras condi¢Bes climaticas, edaficas e hidricas que
determinam sua prépria existéncia. Desse total 38,8 milhGes de hectares estdo no Nordeste,
tendo o Maranhdo 43,3% da sua superficie coberta pelo cerrado. Este € o segundo maior
bioma brasileiro concentrando um terco da biodiversidade nacional e 5% da flora e da fauna
mundial (HOGAN et al., 2002; SAWYER, 2002).

Estudos relacionados com a distribuicdo e identificacdo das espécies do género
Artibeus nos Biomas Cerrado e Amazbnia maranhense sao incipientes, para estudos
moleculares ndo ha registro, consequentemente esta pesquisa terd importancia na identificacéo
das espécies do complexo Artibeus nesses biomas e contribuira com resolugdo das incertezas

taxondmicas e sua real distribuicéo.

1.7 Virologia

A moléstia raiva ja se fazia naturalmente presente em morcegos hemat6fagos na
América do Sul antes da chegada dos europeus (HOLMES et al., 2002). O vampiro comum
destaca-se, sobretudo, pela propagacdo da raiva paralitica entre os vertebrados, incluindo
humanos, bem como pelos grandes prejuizos econdmicos causados a pecuaria (MALAGA-
ALBA 1954, ACHA e MALAGA-ALBA 1988, FINDLEY 1993, BRASS 1994, BROWN
1994).

A raiva é uma encefalite (inflamag&o aguda no cérebro) causada por um virus que
pertence a ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae e ao género Lyssavirus (HANLON

et al., 2005). A transmissdo se da pela inoculacdo do virus presente na saliva e secrecfes do
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animal agressor infectado, geralmente pela mordedura, mais raramente pela arranhadura e
lambedura de mucosas (BRASIL, 2009). Os morcegos sdo considerados 0s Unicos
reservatorios naturais desse virus, no entanto, podem contaminar outros organismos, como
cdes, gatos, bovinos, suinos, bubalinos, gambas, raposas, macacos, outros morcegos nao
hematdfagos e seres humanos (UIEDA et al., 1995).

No Brasil, entre os anos de 2004 a 2013, com o sucesso das medidas de controle da
raiva canina, 0s quirdpteros passaram a responder pela transmissdo de 70% dos casos de raiva
humana (SCHNEIDER et al, 2009; OPAS, 2014). A ascendéncia dos morcegos na
transmissao de raiva humana € atribuida, principalmente, a um surto ocorrido entre os anos de
2004 e 2005, nos Estados do Par4 e Maranhd. Em 2004 os casos ocorreram nos municipios
de Viseu e Portel no estado do Para, em 2005 outro foco de raiva humana foi identificado em
Godofredo Viana, Candido Mendes, Carutapera e Turiacu no Maranhdo, resultando em um
namero elevado de ébitos (19 pessoas) com registro de 91,4% provocadas pela espécie
hematofaga, Desmodus rotundus e 8,6% por espécies ndo hematofagas (OPAS, 2014).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) preconiza o uso das técnicas de identificacdo
viral por meio da Imunofluorescéncia Direta (IFD) conforme descrita por Dean et al. (1996) e
o isolamento viral que pode ser feito tanto “in vitro”, por meio dos cultivos celulares, como
“in vivo”, por meio da Prova Biologica (PB) de inoculagdo em camundongos (KOPROWSKI,
1996). Ambos os testes devem ser usados, pois sdo considerados de alta sensibilidade e
especificidade (MESLIN; KAPLAN, 1996).

A IFD ¢é uma técnica bastante sensivel e especifica de baixo custo para realizacdo e
rapida obtencdo dos resultados. Seu sucesso estd intimamente relacionado a qualidade dos
reagentes e conjugado e a experiéncia do examinador. Todavia é uma técnica que permite a
analise de amostras de diversas origens que podem ser frescas, congeladas ou até glicerinadas
(DEAN et al., 1996).

Tendo em vista os relatos de casos de raiva ocorridos no estado do Maranh&o, e a
importancia da enfermidade, este trabalho buscou estimar a presenca/auséncia do virus rabico
nas espécies de Artibeus, pois 0s morcegos agem como vetores da doenca, e 0 virus da raiva
tem sido isolado de varias outras espécies ndo hemat6fagas com significativo impacto sobre
humanos, rebanhos animais e outras especies de morcegos (SCHNEIDER et al., 2009;
AGUIAR e BRITO, 2010).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Realizar um levantamento das espécies do complexo Artibeus de ocorréncia no
Cerrado e Amazoénia maranhenses dando énfase a sistematica do grupo, bem como, verificar

presenca ou auséncia dos virus rabico nas populacdes.

2.2 Objetivos Especificos

v Identificar as espécies de morcegos do complexo Artibeus de ocorréncia nos biomas,
Cerrado e Amazonia maranhenses utilizando a morfologia, craniometria e marcadores
moleculares;

v Realizar uma reavaliacdo dos caracteres diagndsticos das quatro espécies de grande
porte do género Artibeus: A. fimbriatus, A. lituratus, A. obscurus e A. planirostris que
ocorrem no Maranhao, Brasil;

v Obter medidas de caracteres morfoldgicos externos e cranianos dos espécimes
coletados do género Artibeus;

v Inferir quanto as incertezas taxondmicas e a distribuicdo geografica das espécies do
complexo Artibeus de ocorréncia nos biomas Cerrado e Amazonia maranhenses;

v Verificar a ocorréncia do virus rébico nas espécies do complexo Artibeus de

ocorréncia no Cerrado e Amazoénia maranhenses.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencao das amostras
As coletas foram realizadas nos municipios maranhenses: Godofredo Viana; Turiagu;

Carutapera, Candido Mendes e Caxias (Tabela 1 e Figura 3).

Tabela 1. Municipios e localizagdo da area de estudo.

MUNICIPIOS COORDENADAS
Carutapera 1°12°257Sed46° 1’ 54" W
Godofredo Viana 1°24°43” S 45° 46’ 30” W
Candido Mendes 1°27° 21”7 S e¢45°43’32” W
Turiagu 1°39°36” Se45°22° 127 W
Caxias 4°51° 32 Se43°21’22” W

Fonte: IBGE, (2011)
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Figura 3. Pontos de coleta das amostras de Artibeus nos biomas Amazénia e Cerrado no Estado do Maranh&o.
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Os morcegos foram coletados em seis expedicGes de trés noites consecutivas em
pontos especificos com duracdo de seis horas diarias (18:00 as 00:00 hs) a cada municipio.
Foram utilizadas seis redes de neblina fixadas com auxilio de hastes e barbantes em cada um
dos pontos. Estas foram dispostas perto de abrigos (casas ou arvores) em riachos ou em
trilhas.

Foram coletados 39 espécimes, todos adultos, acondicionados em sacos de panos
codificados. Em fichas foram anotados os seguintes dados: horério de coleta, data e local,
nome dos coletores, cddigo do saco de pano, nome da familia, espécie, sexo e estagio
reprodutivo. Os mesmos foram levados ao Laboratério de Genética e Biologia Molecular do
CESC/UEMA (GENBIMOL) onde foram realizados o0s seguintes procedimentos
laboratoriais: etiquetados, fotografados, ortotanasiados, pesados, medidos, retirada de tecidos
encefalicos e musculares que foram armazenados em microtubos com alcool a 70%. As
medidas foram realizadas através de um paquimetro digital, onde foram aferidas as medidas
de: antebraco, orelha, trago, pés e cauda, visto que ha variacdo na forma e no tamanho.

Para a conservacgdo dos espécimes foi realizado um breve mergulho em alcool 90%,

posteriormente injetado formol a 10% na cavidade abdominal e inserido um chumaco de
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algodao na boca do animal para manté-los de boca aberta para facilitar a identificacdo através
da denticdo. Em seguida, os morcegos foram recobertos com formol por sete dias. Apos esse
periodo os animais foram armazenados em um recipiente contendo alcool 70%. Os espécimes
foram identificados com auxilio de bibliografia especializada (GREGORIN; TADDEI 2002;
UIEDA et al., 2006; REIS et al., 2007; REIS et al., 2011; BRASIL, 2012; REIS et al., 2013).
Este projeto faz parte de um projeto fomentado pela FAPEMA e licenciado pelo
ICMBIO/SISBIO n° 42670-1 e 54384-1.

3.2 Técnicas Morfométricas e Craniométricas

A retirada craniana de cada espécime foi realizada através da abertura bucal e
rebatimento da pele, seguida de limpeza, por meio manual e com o auxilio de larvas e adultos
de insetos do género Dermestes (Coleoptera, Dermestidae). Depois de limpos, 0s cranios
foram clareados com &gua oxigenada a 10%, levados a estufa a temperatura de 37°C para
secagem, sendo numerados e acondicionados individualmente em frascos limpos. Todos 0s
cranios foram mantidas no Laboratério de Genética e Biologia Molecular (GENBIMOL) do
CESC/UEMA

Foram aferidos um total de 14 medidas morfométricas e 25 craniométricas para as
espécies do complexo Artibeus. Considerando Handley (1991); Marques Aguiar (1994);
Taddei et al. (1998) utilizou-se o0s seguintes caracteres para diagnosticar as espécies:
comprimento do pé (Pé); comprimento do antebraco esquerdo (Ant E) e do antebrago direito
(Ant D), comprimento do polegar (Po); comprimento do 111 metacarpo (111 Me); da 12 falange
do terceiro metacarpo (laFal- Il11) da 2% falange do terceiro metacarpo (2aFal- I111);
comprimento do IV metacarpo (IV Me); 12 falange do quarto metacarpo (laFal- 1V), 22
falange do quarto metacarpo (2aFal- 1V); comprimento do V metacarpo (V Me); 12 falange
do quinto metacarpo (laFal- V), e 22 falange do quinto metacarpo (2aFal- V); comprimento
da tibia (Ti); comprimento total (Ct) do cranio; comprimento condilo-canino (Cc);
comprimento basal (Cb); comprimento palatal (Cpt); comprimento da série de dentes
superiores (CM2/3S) e comprimento da série de dentes inferiores (CM2/31); comprimento da
mandibula (Cm); Largura externa dos cingula-caninos (Lc); largura externa dos molares
(Lm); largura interorbital (Li); largura posorbitaria (Lp); largura zigomatica (Lz); largura da
caixa craniana (Lcx); largura mastdidea (Lmt); largura palatal (Lpt); altura da caixa craniana
(Acx); altura do occipital (Ao); comprimento do cranio até o incisivos (CInc); comprimento
do canino ao processo mastdideo oposto (CaPMO); comprimento do nasal ao foramen

(NaFo); largura bula timpéanica porcdo mais larga (LBTIL); largura bula timpanica na porcéo
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mais proximas (LBTPP); distancia entre incisivo e o caninos (DInca); altura da base do
créanio a crista sagital (BcCs); e comprimento basal (B). Para cada espécimes foram realizadas
14 medidas externas e 25 cranianas, adaptadas de Vizzoto e Taddei (1973), Martins (2008) e

Andrade (2011), com auxilio de paquimetro manual e digital, com resolucéo de 0,1 mm.

3.3 Andlises morfométricas e craniométricas

Os testes de suposicdes inerentes as bases estatisticas da analise multivariada foi
realizada no software STATISTICA 7.0 (STATSOFT, 1993), pelo método “stepwise”, com
utilizacdo de medidas morfométricas e craniométricas, para determinar a contribuicdo de cada
um dos caracteres, com o propdésito de avaliar, através de analises multivariadas, a distin¢éo
entre as espécies e quais as medidas que mais contribuiriam para esta possivel separacao.

Foram realizadas anélises canonicas discriminantes entre as amostras de cada uma das
quatro espécies. Esta técnica maximiza a diferenca entre 0s grupos e minimiza as diferencas
dentro deles (REIS, 1988; REIS et al. 1990). A associacao entre as variaveis foi testada pelo
método de rotacdo ortogonal Varimax normalizado, que redistribuiu as variancias dos
primeiros fatores na busca de um padrdo mais simples.

A andlise discriminante foi realizada para calcular as distancias entre 0s grupos
baseadas na Matriz de Distancia de Mahalanobis (MD) que permite calcular distancias entre
duas popula¢cdes normais. Este tipo de analise permite que, além da variancia na amostra, a
covariancia seja identificada e avaliada (MAHALANOBIS 1936; MANLY, 2008). A anélise
candnica também foi realizada para resumir a maior parte da informacdo original a um
namero minimo de fatores em todos os grupos amostrais e originou um grafico de dispersdo

das populacdes.

3.4 Técnicas Moleculares

O DNA total foi isolado de amostras de tecido muscular utilizando-se o protocolo
Wizard® Genomic DNA Purification Kit-Promega seguindo as orientacdes do fabricante.
Foram realizadas a amplificacdo de fragmentos dos genes mitocondriais, COl e rRNA 16S
através da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) usando-se primers especificos
descritos por Folmer et al. (1994) e Palumbi et al. (1991) respetivamente. Em seguida foi
realizado o sequenciamento em um sequenciador automatico de DNA ABI 3.500
(AppliedBiosystems) no GENBIMOL (ANEXO 1).
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3.5 Analises Genéticas

Para o alinhamento das sequéncias de DNA foi utilizado o programa Bioedit (HALL,
1999) utilizando a ferramenta ClustalW. Para analises de distancias evolutivas e relagdes de
parentesco foi utilizado o programa MEGA 7.0 (KUMAR, STECHER e TAMURA 2016).
Foram construidas arvores filogenéticas usando diferentes métodos: Agrupamento de
Vizinhos (Neighbor Joining - NJ), Méaxima Verossimilhanca (MV) e Maxima Parcimdnia
(MP) com o algoritmo Tamura-Nei, selecionado pelo programa MEGA, como o modelo mais
simples para medir a distancia evolutiva entre as sequencias. A estimativa de significancia dos
agrupamentos foi verificada pela andlise de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). Para
verificacdo do numero de haplétipos foi utilizado o programa DnaSP 4.10 (ROZAS et al.,
2003). Para a identificacdo correta da espécie e analise de similaridade foram usadas as
plataformas BOLD Systems v3 (The Barcode of Life Data Systems - www.barcodinglife.org) e
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Como grupo externo (outgroup) foram usadas

as sequéncias da espécie Molossus molossus.

3.6 Técnica de Imunofluorescéncia Direta
A técnica de imunofluorescéncia direta foi realizada para o diagnostico do virus da

raiva seguindo o protocolo utilizado no Laboratorio de virologia CCA/UEMA (ANEXO I1).

4 RESULTADOS
4.1 Anélises Morfométricas e Craniométricas

Nesse estudo 39 espécimes pertencentes ao género Artibeus foram registrados para 0s
dois biomas maranhenses, sendo classificados por identificagdo morfoldgica em quatro
espécies: A. lituratus, A. fimbriatus, A. obscurus e A. planirostris (Tabela 2). Os resumos das

principais caracteristicas que as diferenciaram estdo descritas na Tabela 3.
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Tabela 2. Espécies, caracteres, biomas e nimeros de espécimes do género Artibeus procedentes na area de

estudo.
Caracteres e
Especies Coloragio Ilzéitiraaiz Bioma Procedéncia amostral
Cerrado Caxias 5
Godofredo 1
A obSCUIUS ESC_LirO no dorso e claro na Nac_) . o Vlana_l
regido ventral definidas | Amazdnia | Candido 2
Mendes
Carutapera 1
Cerrado Caxias 1
Carutapera 1
_ _ _ NEo Turiagu 3
A. planirostris | Cinza escura definidas | Amazénia Gpdofredo 2
Viana
Candido 7
Mendes
Cerrado Caxias 10
A lituratus Marrom escuro e marrom Ber_n _ o Candido 3
claro definidas Amazonia | Mendes
Turiagu 1
Acinzentada com as PoOUCO
A. fimbriatus | extremidades dos pelos mais L Cerrado Caxias 2
i definidas
claros na regido ventral
39

Tabela 3. Medidas de alguns caracteres morfol6gicos das espécies estudadas. Em cada célula a linha superior
apresenta a média + desvio padrdo e a linha inferior os valores minimos e maximos (entre parénteses)

Caracteres Artibeus Artibeus Artibeus fimbriatus  Artibeus
Morfologicos lituratus planirostris (n=2) obscurus
(n=14) (n=14) (n=9)
M.C 60,56+17.01 46,6+47,70 56+56,08 30,6+1,85
' (52-76) (35-64) (53-59) (29-34)
ANT 66,46+3,22 62,97+2,15 68,35+1,25 55,59+2,96
(60,9-70,8) (58,6-66,8) (67,1-69,6) (53,9-56,22)
T 26,3+26,41 25,25+2,04 27,1+2,1 22,13+0,71
(25-28,1) (21,5-27,8) (25-29,2) (21-23,3)
cT 30,42+1,06 29,29+0,94 30,8+0,2 27,37+1,31
(28,5-32,1) (27,1-30,3) (30,6-31) (25,9-29,5)
12/2;¢c1/1; 12/2;cl/1; 12/2;¢c1/1; 12/2;¢c1/1;
CcD pm 2/2; pm 2/2; pm 2/2; pm 2/2;
m 2/3=30 m 3/3 =32 m 2/3 =30 m 3/3 =32

n= n° amostral; M.C = Massa corporal (g); Ant = Comprimento do antebraco (mm); Ti= Comprimento da tibia
(mm); Ct = Comprimento total do cranio (mm); C. D= composicao dentdria.
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Quanto a morfologia craniana os Artibeus apresentam caracteristicas marcantes, como
uma crista cranial evidente e um formato triangular do pos-orbital, como demonstrado na

Figura 4.

Figura 4. Morfologia Craniana de A. lituratus, A. fimbriatus, A. planirostris e A. obscurus mostrando crista

cranial evidente e um formato triangular do pés orbital.

o

Fonte: Autora

4.2 Analises estatisticas

Na analise estatistica fatorial e de comunalidade foram selecionadas as medidas que
permaneceriam na andlise, o valor 0,7 foi utilizado para a mensuracdo do grau de
significancia de cada uma das caracteristicas trabalhadas a partir do método de rotacdo por
Varimax que redistribuiu as variancias dos primeiros fatores na busca de um padrdo mais
simples (Tabela 4). Todas as medidas selecionadas pela analise fatorial atenderam a niveis
aceitaveis de explicacdo, tanto pelas cargas significativas, quanto pela alta comunalidade, ou
seja, quantia de variancia no compartilhamento com as demais medidas da anélise (Tabela 5).
Tabela 4. Matriz de andlise fatorial com fatores principais de variaveis dos componentes da ultima rotagdo com

VARIMAX normalizado para medidas morfométricas. (Comum = R - quadrado mdultiplo) valores amostrados >
0,7

Variavel Fator 1 Fator 2
Ant. E (antebracgo esquerdo) 0,9066027 -
Ant.D (antebraco direito) 0,9027731 -

Po (polegar) - 0,7238966
[1IMe (111 metacarpo) 0,8586174 -

22 Fal (22 falange do I11 metacarpo) 0,7488321 -
IVMe (IV metacarpo) 0,8880893 -

12 Fal. (12 falange do quarto metacarpo) - 0,7399760
22 Fal. (22 falange do quarto metacarpo) 0,7365141 -
Vme (V metacarpo) 0,8851150 -
Eigenvalue 18,18821 3,507976
Total variance % 47,86373 9,231517
Cumulative % 47,86373 57,09525
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Tabela 5. Matriz de andlise fatorial com fatores principais de variaveis dos componentes da Gltima rotagdo com
VARIMAX normalizado para medidas cranianas (Comum = R - quadrado multiplo) valores amostrados > 0,7

Variavel Fator 1 Fator 2
Ct(comprimento total do cranio) -0,93718 -
Cb(comprimento basal) -0,73781 -
Cc(comprimento do condilo- canino) -0,94320 -
B( comprimento basal do créanio) -0,85425 -
Cpt( comprimento palatal do cranio) -0,75014 -
C-M2/3S(comp. da série de dentes superiores) -0,92451 -
C-M2/3l(comp. da série de dentes inferiores) -0,85449 -
Lc( largura externa dos cingulos- caninos) -0,72988 -
Lm(largura externa dos molares) -0,91162 -
Lz(largura zigomatica) -0,83462 -
Lcx (largura da caixa craniana) -0,94614 -
Lmt (largura mastoidea) -0,09367 -
CC+Inc(comp. Do cranio ao incisivo) -0,77998 -
Cca-PMO(comp. Do canino ao processo mastdideo oposto) -0,78579 -
Eigenvalue 11,72687  1,97877
% Total Variance 48,86197  8,24487
Cumulative% 48,86197  57,10683

Anélise discriminante

A discriminacdo entre a média das variaveis pelo método Foward Stepwise foi
significativa, com A=2452089, F (3,28) = 29,75549; p<0000 (Tabela 6). A medida que mais
contribuiu para a discriminacdo em geral foi comprimento da série de dentes superiores
(CM2/3S) = 0,245 e a que menos contribuiu foi largura interorbital (Li)= 0,764. Na analise
candnica foi calculado as diferengas (ortogonais) das fungdes discriminantes independentes.
Os coeficientes padronizados para variaveis canénicas de determinadas medidas indicam
quais caracteristicas contribuiram para a funcao discriminante (Tabela 7). A primeira fungédo
discriminante evidenciada nessa analise foi comprimento da série de dentes superiores (C-

M2/3S) com 0,479 na primeira raiz e 0,183 na segunda raiz.
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Tabela 6. Analise da funcéo discriminante de 28 variaveis craniométricas e morfométricas de Artibeus do estado

do Maranhao.

Variavel A A Parcial Teste F P

Pé 0,364 0,364 16,83 0,000
At. E 0,430 0,430 12,78 0,000
Ant.D 0,392 0,392 14,96 0,000
I1Me 0,462 0,462 11,24 0,000
12 Fal. 0,614 0,614 6,060 0,002
22 Fal. 0,675 0,675 4,649 0,008
IVMe 0,389 0,389 15,13 0,000
2% Fal 0,711 0,711 3,923 0,018
V Met 0,417 0,417 13,48 0,000
Ti 0,648 0,648 5,250 0,005
Ct 0,347 0,347 18,14 0,000
Cb 0,503 0,503 9,544 0,000
Cc 0,316 0,316 20,86 0,000
B 0,686 0,686 4,406 0,011
Cpt 0,657 0,657 5,027 0,006
C-M2/3S 0,245 0,245 29,75 0,000
C-M2/3I 0,546 0,546 8,035 0,000
Lc 0,634 0,634 5,563 0,003
Lm 0,345 0,345 18,34 0,000
Li 0,764 0,764 2,973 0,047
Lp 0,604 0,604 6,329 0,001
Lz 0,410 0,410 13,88 0,000
Lmt 0,653 0,653 5,120 0,005
Lpt 0,741 0,741 3,376 0,031
Ao 0,532 0,532 8,474 0,000
CC+inc 0,516 0,516 9,051 0,000
Cca-PMO 0,454 0,454 11,59 0,000
BcCs 0,658 0,658 5,006 0,006

A = Lambda wilk's; A parcial = Lambda parcial de wilk's. Variaveis de maior poder discriminante (p<0,05)

Tabela 7. Coeficiente padronizado para varidveis candnicas dos caracteres avaliados que mais contribuiram para

funcéo discriminante das espécies de Artibeus estudadas.

Variavel Raiz 1 Raiz 2
C-M2/3S -0,479 0,183
12 Fal. -0,114 0,517
Pé -0,330 0,525
Ant. D -0,323 0,233
C-M2/3I -0,246 0,036
B -0,166 0,151

At. E -0,299 0,282




31

Tomando por base medidas cranianas e morfométricas das espécies analisadas, foi
gerado mapas territoriais de dispersdo. Diante da andlise da morfometria, verificou-se
sobreposicdo das medidas entre as espécies estudadas (Figura 5). Pela analise da craniometria
percebeu-se, uma distingdo entre as espécies analisadas com separacdo em: A. lituratus, A.
planirostris, A. fimbriatus e A. obscurus (Figura 6). Observou-se através das variaveis
selecionadas, que a espécie A. obscurus é que mais apresenta diferenciacGes em relacdo as
demais espécies e que A. lituratus e A. fimbriatus, compartilham mais similaridade, pois estdo

agrupadas com mais proximidade.

Figura 5. Variaveis canfnicas das variaveis morfométricas das espécies de Artibeus estudadas no Estado do
Maranhao.
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Figura 6. Variaveis candnicas das varidveis cranianas das espécies de Artibeus estudadas no Estado do

Maranhdo.
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4.3 Anédlises Moleculares
Gene COI

Foram obtidas 30 sequéncias do gene COI do DNA mitocondrial, com 674 pares de
bases para as espécies de morcegos do género Artibeus oriundas dos biomas Cerrado e
Amazo6nia maranhenses. Foram verificados 23 haplétipos, 605 sitios conservados, 69 sitios
variaveis e 51 informativos para parciménia. Para a identificacdo correta das espécies foram
plotadas as sequéncias nucleotidicas obtidas no presente trabalho na plataforma BOLD
Systems (The Barcode of Life Data System) que mostrou uma similaridade de 99,4% a 100%
(Tabela 8)
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Tabela 8. Similaridade de sequencias obtidas das espécies do Género Artibeus do Maranhao com as disponiveis

na plataforma BOLDSystems

Cddigo Campo

Identificacéo

Identificacéo

Similaridade (%o)

Morfologica Molecular/BOLD
CESC 55 A. lituratus A. lituratus 100
CESC 110 A. lituratus A. lituratus 100
CESC 114 A. lituratus A. planirostris 100
CESC 115 A. lituratus A. lituratus 100
CESC 116 A. lituratus A. lituratus 100
CESC 125 A. fimbriatus A. lituratus 100
CESC 126 A. lituratus A. lituratus 100
CESC 133/177 A. obscurus A. obscurus 99,69
RRM 25/137 A. planirostris A. planirostris 100
RRM 71 A. lituratus A. planirostris 100
RRM 150 A. planirostris A. planirostris 99,53
RRM 160 A. lituratus A. lituratus 100
CESC 113/74 A. lituratus A. lituratus 100
RRM 130 A. lituratus A. lituratus 100
CESC 120 A. lituratus A. lituratus 100
CESC 169/013 A. obscurus A. obscurus 99,69
RRM 103 A. obscurus A. obscurus 99,81
Cx 08 A. planirostris A. planirostris 99,4
RRM 129 A. planirostris A. planirostris 99,84
RRM 29/138 A. obscurus A. planirostris 99,69
CESC 117 A. planirostris A. planirostris 99,84
RRM 127/55/21  A. planirostris A. planirostris 99,53
RRM 139 A. planirostris A. planirostris 99,84

Arvores filogenética foram obtidas e independentemente do método usado tiveram
topologias bastante similares com as espécies agrupadas em trés clados, o primeiro formado
pela espécie A. obscurus, o segundo por A. planirostris e o terceiro agrupou A. lituratus e A.
fimbriatus fortemente um indicativo de um status taxondmico (Figura 9).

A divergéncia genética intraespecifica para A. lituratus, variou de 0,1 a 1,7% quando
foi considerado os espécimes CESC114 e RRM71 como A. planirostris e ndo A. lituratus;
para A. planirostris a variagdo foi de 0,1 a 2,9%; para A. obscurus 0,9 a 1,4% quando foi
considerado os espécimes RRM29 como A. planirostris e ndo A. obscurus.. A divergéncia
interespecifica entre A. planirostris e A. lituratus foi de 2,8 a 4,5 %; entre A. lituratus e A.

obscurus 4,6 a 6,0%; entre A. planirostris e A. obscurus de 3,8 a 6,0% (Tabela 9).
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Figura 7. Arvore filogenética pelo método Méaxima Verossimilhanga para os morcegos coletados nos biomas
Cerrado e Amazdnia maranhenses através do gene COIl. A.lit =A. lituratus; A.fimb = A. fimbriatus; A. plan = A.
planirostris; A. obsc = A. obscurus. Cx = Caxias; CM = Candido Mendes; Tu = Turiacu; Cr = Carutapera; GV =
Godofredo Viana. Os valores corresponde ao bootstrap de Maxima verossimilhanca, Maxima parcimonia e
Agrupamento de vizinhos da esquerda para a direita.
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Tabela 9. Matriz de divergéncia nucleotidica gerada com o algoritmo Tamura Nei para as espécies do género Artibeus de ocorréncia em biomas maranhenses através do gene
COI. Allit =A. lituratus; A.fimb = A. fimbriatus; A. plan = A. planirostris; A. obsc = A. obscurus. Cx = Caxias; CM = Candido Mendes; Tu = TuriagC; Cr = Carutapera; GV
= Godofredo Viana. Os valores corresponde ao bootstrap de Maxima verossimilhanca, Maxima parcimoénia e Agrupamento de vizinhos da esquerda para a direita

Divergéncia Nucleotidica (%)

Especies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1. A.litCxCESC55 -

2. ALlitCxCESC110 0,3

3. AlitCxCESC113 1,2 172

4. A.litCxCESC114 39 39 42

5 A.litCxCESC115 0,7 0,7 13 34

6 A.litCXxCESC116 03 03 12 39 07

7 A.litCxCESC120 09 09 06 45 13 09

8 A.litCxCESC126 01 01 10 37 06 01 07

9 A.litCrRRM71 44 44 34 17 42 40 3,7 4.2

10 AIlitCMRRM130 12 14 0,7 44 12 14 07 12 36

11 A.litTURRM160 1,7 17 10 47 15 17 10 15 39 09

12A.planCxCESC117 45 45 36 18 43 42 39 44 01 37 40

13 AplanGVRRM25 3,7 40 34 27 39 37 34 39 17 31 35 18

14A.planCMRRM127 43 43 34 20 42 40 37 42 06 35 39 0,7 20

15A.planCMRRM129 39 42 36 29 40 39 36 40 18 32 37 20 01 21

16A.planCMRRM139 45 45 36 18 43 42 39 44 01 37 40 03 18 0,7 20

17 A.planTuRRM150 45 45 36 13 45 45 39 43 12 39 42 14 23 15 24 14

18.A.planCxCX08 35 35 29 24 34 32 29 34 14 28 31 15 12 17 14 15 20
19A.0bscCxCESC133 53 53 6,0 45 48 53 60 52 53 58 60 55 50 50 51 55 60 51
20A.obscCxCESC169 56 56 50 55 55 56 50 55 43 48 50 45 40 40 42 45 50 42 09

21 A.obscCrRRM29 42 42 32 15 40 42 35 40 07 34 37 09 18 11 20 09 10 15 54 45
22A.0bscCMRRM103 55 55 48 53 53 55 48 53 42 46 48 48 38 39 40 43 48 40 14 04 43
23A.fimbCxCESC125 04 04 14 37 09 04 10 03 42 15 18 43 42 42 43 43 43 37 52 55 40 53 -
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rRNA 16S

Foram obtidas 34 sequéncias do gene rRNA 16S do DNA mitocondrial, com 546 pares
de bases para as espécies de morcegos do género Artibeus oriundas dos biomas Cerrado e
Amazonia maranhenses. Foram verificados 462 sitios conservados, 84 sitios variaveis e 71
informativos para parcimonia.

As arvores filogenéticas obtidas pelos métodos de Maxima Parcimbnia (MP),
Neighbor Joining (NJ) e Maxima Verossimilhanca (MV) mostraram topologias similares com
a formacdo de dois clados. Em um agrupou-se fortemente as espécies A. lituratus e A.
fimbriatus, indicativo de um Unico status especifico e no outro A. planirostris e A. obscurus
(Figura 8).

A divergéncia genética intraespecifica para A. lituratus, variou de 0,2 a 1,1% quando
foi considerado os espécimes CESC60 como A. lituratus e ndo A. fimbriatus; para A.
planirostris a varia¢do foi de 0,2 a 1,1% quando foi considerado os espécimes RRM29 como
A. lituratus e ndo A. obscurus; A. obscurus alcangou 2,1%. A divergéncia interespecifica entre
A. planirostris e A. lituratus foi de 1,7 a 2,7 %; entre A. lituratus e A. obscurus 1,3 a 2,5%);

entre A. planirostris e A. obscurus de 1,7 a 2,3% (Tabela 10).

4.4 Virus Rabico em Morcegos do género Artibeus
Os espécimes analisados foram negativos para o diagnostico do virus da raiva (Anexo

11).
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Figura 8. Arvore filogenética pelo método Méaxima Verossimilhanga para os morcegos coletados nos biomas

Cerrado e Amazdnia maranhenses através do gene RNA 16S. A.lit =A. lituratus; A.fimb = A. fimbriatus; A. plan
= A. planirostris; A. obsc = A. obscurus. Cx = Caxias; CM = Candido Mendes; Tu = Turiagu; Cr = Carutapera;

GV = Godofredo Viana. Os valores corresponde ao bootstrap de Maxima verossimilhanca, Maxima parciménia

e Agrupamento de vizinhos da esquerda para a direita
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Tabela 10. Matriz de divergéncia nucleotidica gerada com o algoritmo Tamura Nei para as espécies do género Artibeus de ocorréncia em biomas maranhenses através do
gene RNA 16S. Allit =A. lituratus; A.fimb = A. fimbriatus; A. plan = A. planirostris; A. obsc = A. obscurus. Cx = Caxias; CM = Candido Mendes; Tu = Turiagl; Cr =
Carutapera; GV = Godofredo Viana. Os valores corresponde ao bootstrap de Maxima verossimilhanca, Maxima parciménia e Agrupamento de vizinhos da esquerda para a

direita
Espécie Divergéncia Nucleotidica (%0)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1. A.litCxCESC55 -
2 A.litCxCESC113 0,2
3 A.litCxCESC115 04 06
4 AlitTURRM160 08 09 11
5 A.fimbCxCESC60 04 06 04 11
6 A.obscCrRM29 19 21 23 19 23
7.A.0bscCMRRM103 21 23 25 13 25 21
8 A.planCMRRM81 1,7 19 21 17 21 06 15
9 A.planCMRRM91 7 19 21 17 21 02 19 04
10.A.planCMRRM100 19 21 23 19 23 04 17 02 0.2
11 A.planCMRRM139 19 21 23 19 23 04 21 06 02 04
12 A.planTuRRM171 21 23 25 21 25 06 23 08 04 06 02
13 A.planTURRM190 23 25 27 23 27 o7 17 06 06 04 07 09
14 A.planCxCX07 23 25 23 23 23 08 21 06 06 04 08 09 07
15 A.planCMRRM127 19 21 23 19 23 08 25 09 06 08 08 09 11 11
16.M.MolosCxCESC69 141 141 146 136 145 143 143 141 140 143 140 140 143 148 136
17 M.MolosCxCESC76 141 143 146 136 146 142 143 141 140 143 140 140 143 148 135 1.1
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5 DISCUSSAO
5.1 Abordagem morfoldgica

Os dados craniométricos sdo utilizados para classificacdo e mensuracdo na
diferenciacdo das espécies. Nossos resultados evidenciaram que a medida do comprimento da
série de dentes superiores (C-M2/3S) foi uma das variaveis discriminantes que mais
diferenciou as espécies corroborando com estudos realizados por Silva (2016) que relata
existir uma interacdo entre o habito alimentar e as medidas de comprimento e largura da
maxila superior e Jarr'in ¢ Menendez-Guerrero (2011) que relataram que a variacdo da forma
do crénio esta relacionada com as flutuagdes ambientais. Segundo Heithaus e Fleming (1975)
a ecologia alimentar de morcegos prové informacdes extremamente Gteis para o entendimento
dos mecanismos de partilha de recursos que regulam as relacbes troficas, e que sao
responsaveis pela alta diversidade deste grupo nas regides tropicais, como 0s Biomas
estudados.

A craniometria mostrou-se mais Gtil na diferenciagdo morfoldgica das quatro espécies
do género Artibeus do que a morfometria corroborando com Lim (1993). Nossos resultados
mostraram grau de diferenciacdo morfologica para os morcegos do género, observou-se
através das varidveis selecionadas que a espécie A. obscurus é a que apresenta maior
diferenciacdo em relacdo as demais espécies e que A. lituratus e A. fimbriatus compartilham
mais similaridades, pois 0 mapa territorial de dispersdo, mostrou estas espécies agrupadas
com mais proximidade, isto estd de acordo com as filogenias morfoldgicas testadas por
Marques - Aguiar (1994) e morfométricas de Guerrero et al. (2003).

A. lituratus é a maior espécie do grupo estudado, principalmente porque em relacéo a
outras espécies apresenta maior tamanho das medidas cabeca-corpo e massa corporea, seguida
por A. fimbriatus que apresentou maiores médias para o antebraco, tibia e comprimento total
do crénio. Aeshita et al. (2006) inferem que a medida da massa corporal, e comprimento do
antebraco sdo normalmente utilizadas como pardmetros pontuais para muitas consideracées
auto ecoldgicas, sendo por isso usadas também na comparacdo entre as espécies. Fialho
(2009) em sua pesquisa com 0 género mencionou as maiores médias do antebraco e tibia para
A. lituratus, contrapondo-se com os resultados aqui encontrados, no entanto cabe salientar que
somente analises morfometricas ndo sdo suficientes para diferenciar as espécies, pois €
comum haver sobreposicdo de medidas para o género. Para o sudeste do Brasil existe uma
gradacdo de tamanho entre as espécies do género Artibeus (TADDEI et al., 1998) onde A.
lituratus é a maior espécie, seguida por A. fimbriatus, A. planirostris e A. obscurus, essa

mesma ordenacao das espeécies foi encontrada neste estudo.
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Pela andlise do mapa territorial de dispersdo evidencia-se que 0s caracteres
morfométricos ndo foram suficientes para diferenciar as espécies, pois 0 mesmo demonstrou
sobreposicdo das medidas, havendo melhor distingdo quando a andlise se estende para a
craniometria, isto corrobora com Aradjo et al. (2005) que ao analisarem a morfologia externa
e craniana de quatro espécies de Artibeus de ocorréncia na Paraiba e Pernambuco encontraram
sobreposicdo para as medidas de A. planirostris, A. fimbriatus, A. obscurus e A. lituratus.
Dias e Peracchi (2008) mencionaram a grande sobreposicdo de caracteres externos no
tamanho entre as espécies de grandes Artibeus que vivem em simpatria e que por serem
morfologicamente semelhantes elas sdo muitas vezes confundidas, levando a diagndsticos
equivocados de muitas espécies. No entanto, neste estudo, a craniometria evidenciou
diferenciacdo entre as espécies. As medidas “Lp”( largura pos-orbitaria); “Lz” ( largura
zigomatica), Lcx (largura da caixa craniana) e Lmt (largura mastdidea) se mostraram Uteis
para separacdo das quatro espécies, visto que estas ndo apresentaram sobreposicdo entre
nenhum dos téxons. Outros autores j& haviam apontado estes caracteres como Uteis na
identificacio (KOEPCKE e KRAFT, 1984; TADDEI et al., 1998; RUI et al., 1999; ARAUJO
e LANGGUTH, 2010).

A espécie A. planirostris apresenta a maior varia¢do geografica, o que dificulta, muitas
vezes, a identificacdo. Taddei et al. (1998) em um estudo para a regido Nordeste do Brasil,
registraram que esta espécie apresenta um menor porte, ocorrendo alta sobreposicdo nas suas
medidas com A. obscurus. J& na regido norte, onde ndo ha registro de A. fimbriatus, A.
planirostris apresentam maior tamanho, e é facilmente diferenciada de A. obscurus. Taddei et
al. (1998) observou esta sobreposicdo ao comparar espécimes provenientes de Sdo Paulo e
Amazonas. Em algumas medidas, A. fimbriatus apresentou maiores médias que A. lituratus, o
mesmo ja foi observado por Rui et al. (1999); Araujo e Langguth (2010).

A. lituratus ocorre em praticamente todo o Brasil (25 estados mais o Distrito Federal),
dentre as espécies de Artibeus, esta espécie apresentou caracteres morfoldgicos externos e
cranianos exclusivos, sendo estes: coloracdo do corpo, distribuicdo de pelos no uropatéagio,
processos pré e pds-orbitais desenvolvidos, além das maiores medidas do terceiro metacarpo
(I11Me) e quinto metacarpo (VMe). Para Taddei e Uieda (2001) a variagdo no tamanho de
morcegos em biomas distintos € um evento observado em diversas espécies com amplas
faixas de distribuicdo. Neste estudo a média do comprimento do antebrago de A. lituratus foi
66,46 mm, sendo que na literatura ha registro de antebrago ultrapassando 75 mm, e para a
tibia a média foi de 26,3 mm e para o terceiro metacarpo 69,9 mm e para 0 quinto metacarpo

64,7 mm, no entanto, Fialho (2009) em suas analises descreveu a maior medida do quinto
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metacarpo para A. obscurus. A massa corporal para A. lituratus compreendeu a minima de 52
g e a méxima de 76 g, estando dentro do padrdo esperado e mencionado na literatura, pois de
acordo com Reis et al. (2013) a massa corporal da espécie tem variacdo de 65 a 82 g. Tais
caracteristicas os classificam de médio a grande porte.

Em A. fimbriatus verificou-se para 0 comprimento do antebraco medidas que variaram
de 67,1 a 69,6 mm. Os registros de Reis et al (2013) mostraram a variacdo de 60mm a 71mm
para esta espécie, cabe salientar que, pequenas variacbes podem estar relacionadas a
numerosos fatores bidticos, (interacdo intra e interespecificas, habitos alimentares, interagdes
ecoldgicas) e abidticos (disponibilidade de recursos ambientais, mudancas climaticas, altitude
e latitude) que interferem sobre tais caracteristicas (VALENTIM, 2000). Neste estudo a
coloracdo desta espécie mostrou-se acinzentada, com as extremidades dos pelos mais claros
na regido ventral. As listras claras faciais sdo pouco definidas, confirmando o que foi
mencionado por Zortéa (2007) e Reis (2013). Entre as espécies aqui estudadas A. fimbriatus é
a que apresenta a menor distribuicdo e de acordo com Marques-Aguiar (1994,2007); Taddei et
al. (1998); Rui et al. (1999); Passos et al.(2010); Reis et al. (2011) ndo ha registros desta
espécie para o estado do Maranhdo. No entanto em um trabalho recente realizadas por
Olimpio et al, (2016) esta espécie foi registrada para o cerrado maranhense. Neste estudo n&o
foi confirmado a ocorréncia desta espécie para o Bioma Amazodnia maranhense.

A. obscurus também possui ampla area de distribuicdo no Brasil (22 estados), Almeida
et al. (2007), Dias et al. (2009) e Olimpio et al. (2016) registraram a ocorréncia desta espécie
para 0 Maranhdo, mas tal registro ndo foi corroborado por Bernard et al. (2011) e Reis et al.
(2013), mas corrobora nossos achados para os biomas Cerrado e Amazonia maranhense. A
espécie obteve variacdes no tamanho, quanto a morfometria e a craniometria, sendo possivel
diagnosticar caracteres cranianos exclusivos referentes ao desenvolvimento dos processos
orbitais. Taddei et al. (1998) sugere que a espécie possui variacdo geogréafica e que esta pode
estar ligada com a mudanca de altitude e latitude. A. obscurus diferenciou-se de A.
planirostris em varios caracteres: sendo menor; com pelagem escura quase negra, muito longa
na regido dorsal; listras faciais quase imperceptiveis, apenas uma mancha bem clara préxima
ao olho. Esses caracteres foram também usados para diferencia-las em Taddei et al. (1998).

A composi¢do dentaria das especies A. obscurus e A. planirostris, deste estudo,
apresentaram 0 mesmo numero com a seguinte formula dentéria: i 2/2, ¢ 1/1, pm 2/2, m 3/3=
32 dentes, porém Simmons e Voss (1998) mencionaram que pode existir nestas espécies

polimorfismo, com auséncia do terceiro molar. Na espécie A. lituratus ha registros de dentes
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extranumerarios, incluindo um terceiro molar, o que torna ndo confiavel a utilizacdo apenas
deste carater na separacdo das espécies (RUlI e DREHMER, 2004).

A. planirostris também apresenta ampla distribuicdo dentro do territdrio brasileiro (22
estados mais o Distrito Federal). Neste estudo o que diferenciou a espécie A. planirostris das
demais foi o seu tamanho médio, pois, a média do comprimento do antebraco foi de 62,97
mm e a coloragdo observada que foi basicamente cinza escura, ndo apresentando muita
variacdo. Ao contrario de A. lituratus ndo possuem listras brancas evidentes na cabeca. Com
base nos caracteres cranio-dentarios utilizados, A. planirostris e A. fimbriatus apresentaram
crénios muito semelhantes, ndo sendo possivel distinguir.

Quanto a morfologia externa, A. planirostris apresentou coloracdo ventral semelhante
a A. fimbriatus e a A. obscurus variando do marrom ao cinza, corroborando com Azamor et al
(2013) que observaram esta mesma coloracdo nestas espécies. Em nossos achados
percebemos diferencas em relacdo a folha nasal, A fimbriatus apresentou a borda inferior da
folha nasal soldada ao labio superior e A. planirostris mostrou a borda inferior da folha nasal
livre

A sistematica das espécies do género Artibeus, baseada principalmente em dados
morfométricos e morfoldgicos, ainda é motivo de muita controvérsia, ha também muita
discussdo em nivel especifico, sendo assim tem sido usado ferramentas moleculares a fim de

inferir quanto a sistematica do grupo.

5.2 Abordagem molecular a partir do gene COI e RNA 16S

As informac0es geradas por meio do gene COI ratificou a identidade para a maioria
das espécies coletadas, no entanto, os espécimes de A. fimbriatus mostrou similaridade
significativa com a espécie A. lituratus, com a divergéncia nucleotidica entre estas duas
espécies muito baixa. A. fimbriatus € similar em tamanho e peso a A. lituratus e as
caracteristicas cranianas ndo foram capazes de separar as espécies dificultando assim a
diagnose especifica com o uso desses caracteres. Os dados moleculares apontam para um
unico status.

As relagdes filogenéticas entre as espécies do género Artibeus proposta no presente
trabalho sdo consistentes e corroboram em parte as propostas de Van Den Bussche et al.
(1998), muito embora, ndo inclui todos os taxons analisados nestes trabalhos, pois em seus
estudos apresentaram um clado monofilético formado por A. planirostris e A. jamaiscense e
A. obscurus como grupos irmaos. Os resultados aqui obtidos também sugerem A. planirostris

e A. obscurus como grupos irmdos. Baseado em dados morfométricos, Lim, (1997) propds
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que A. planirostris formam um grupo monofilético com A. obscurus, mas ndo fez nenhuma
inferéncia sobre a relagdo deste clado com as demais espécies do género. Lim et al.(2004)
propuseram uma filogenia, baseada em sequéncias do gene do citocromo b, que corroborou
essa hipdtese.

Nossos estudos apontam estas espécies como um complexo dentro do género, pois a
identificacdo pela morfologia € muito dificil para a maioria. Um exemplo é o de A.
planirostris, que possui grande variacdo em morfologia, e durante muito tempo foi
considerado uma subespécie de A. jamaicensis e hoje, apesar de ser considerado como espécie
separada, possui diversas subespécies, algumas em simpatria. A propria distin¢do das duas
espécies ndo é ainda aceita por alguns autores (TAVARES, GREGORIN & PERACCHI, IN
PRESS; SIMMONS, 2005) apesar das evidéncias morfoldgicas e moleculares (LIM, et al.,
2004, GUERRERO et al., 2004).

Pela anélise do gene COI a variacdo intraespecifica da divergéncia nucleotidica em A.
obscurus variou de 0,9 a 1,4%; para A. lituratus 0,1 a 1,7%; para A. planirostris 0,1 a 2,9%.
Os dados ratificam a identidade das trés espécies coletadas considerando os critérios
propostos por Bradley e Baker (2006) os quais sugerem que para o COIl valores de
divergéncia genética abaixo de 2% s&o indicativos de divergéncia intraespecifica e valores
entre 2 a 11% sdo frequentemente indicativos de variacdo interespecificas (CLARE et al.
2011).

Apesar dos numerosos esforcos empregados na resolucdo dos problemas taxondémicos
do género Artibeus, Taddei et al. (1998) mostraram que a problematica persiste
principalmente em relacdo a caracterizacdo e variagdo geografica das espécies brasileiras.
Nossos resultados através dos genes COI e rRNA 16S, revelaram a presenca das trés espécies
nos biomas maranhenses, no entanto a morfologia e craniometria ndo foram suficientes para
distinguir as trés espécies visto que as caracteristicas tiveram sobreposi¢do indicando alguns
espécimes erroneamente. Sendo assim os resultados apresentados, embora ndo permitam
inferéncias mais consistentes em relacdo a sistematica das espécies de Artibeus, indicam que a
problematica envolvendo as relagcbes filogenéticas ainda persiste, principalmente devido a
falta de informag6es mais abrangentes sobre a distribuicdo e a variagdo geografica.

A andlise atraves dos genes revelou que a espécie A. obscurus € a basal do grupo, a
analise morfologica mostrou que esta espécie constitui 0 extremo das espécies possuindo o
menor tamanho entre estas. Esta separagdo foi mencionada por Redondo et al. (2008) que
enfatizaram que esta espécie possui um potencial de isolamento maior do que A. lituratus e A.

planirostris, que sobrevivem bem em qualquer tipo de ambiente.
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As espécies A. fimbriatus e A. lituratus sdo morfologicamente semelhantes em varios
aspectos e foram confundidas em suas areas de ocorréncia durante muito tempo. Dias e
Peracchi (2008) enfatizaram que esta confusdo pode ser devido & sobreposicao de caracteres
externos no tamanho entre as espécies que vivem em simpatria. Os dados moleculares aqui
analisados corroboraram com Dias e Peracchi (2008) e reforcam o observado nos dados
craniométricos, pois este demonstrou nos mapas territoriais de dispersdo que essas espécies
compartilham muitas similaridades dificultando assim a separacdo das espécies. Apesar da

semelhanca, Handley (1989) redescreveu A. fimbriatus diferenciando essas duas especies.

5.3 Abordagem sobre a Transmissdo do Virus Rabico nas especies do Género

Varios estudos associaram morcegos com agentes patogénicos e os classificaram como
potenciais transmissores da raiva. Em nossos estudos, o resultado do teste de
imunofluorescéncia direta mostrou diagnostico negativo para o virus da raiva nas espécies
analisadas, corroborando com Pdvoas et al. (2014) quanto aos morcegos ndo hematéfagos do
estado do Maranhdo, mas diferindo dos hematd6fagos onde ha registro de virus. Os resultados
aqui apresentados diferem dos trabalhos realizados por Cunha et al. (2005) que analisaram
espécies pertencentes ao género Artibeus e mostraram resultados positivos para trés espécies,
entre elas: A. lituratus, A. planirostris e A. jamaicensis na cidade de S&o José do Rio Preto em
Séo Paulo.

Os morcegos infectados pelo virus rabico podem sofrer uma fase de excitabilidade
seguida de paralisia, principalmente das asas, 0 que faz com que estes animais deixem de
voar. Deve-se suspeitar, portanto, de morcegos (hematéfagos ou ndo), encontrados em local e
hora ndo habitual. Este fato é a base para o desenvolvimento das atividades da vigilancia
epidemioldgica passiva da raiva nestes animais, que vem sendo desenvolvida no Brasil,
particularmente em alguns estados do sudeste. Ressalta-se que durante a fase de paralisia dos
morcegos ndo ha paralisia do maxilar, o que permite que ele, uma vez manipulado, possa
morder (MANUAL TECNICO DO INSTITUTO PASTEUR - SAO PAULDO, 2009). As
caracteristicas supracitadas ndo foram evidenciadas para nenhum espécime coletado neste
estudo, sendo confirmada a auséncia do virus pelo diagnostico laboratorial.

Praticas associadas as transformacfes ambientais com riscos para a saude, como
gueimadas e desmatamento foram observadas nos Biomas analisados. Acredita-se que acoes
de controle dos morcegos hemat6fagos impactaram na reducdo da circulacéo do virus rabico

tanto nas espécies hematdfagas quanto nas ndo hematdfagas.
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6. CONCLUSAO

Diante das analises morfométricas, craniométricas e moleculares foi possivel
evidenciar:

Os dados morfolégicos apontam para ocorréncia de quatro espécies do género
Artibeus para os Biomas estudados no estado do Maranhdo: A. lituratus, A. fimbriatus, A.
obscurus e A. planirostris. No entanto os dados moleculares indicam apenas trés espécies: A.
lituratus, A. obscurus e A. planirostris.

Das 14 medidas morfométricas e 25 craniométricas aferidas para as espécies do
complexo Artibeus o comprimento do antebrago, o terceiro e quarto metacarpo, 0
comprimento total do crénio, da série de dentes superiores, do condilo canino, a largura
externa dos molares e a largura da caixa craniana foram a que mais contribuiram para a
separacao das especies.

As informagGes geradas por meio do gene COI ratificou a identidade para a maioria
das espécies, no entanto, tanto o gene COI, quanto o gene rRNA16 S, mostraram que 0S
espécimes de A. fimbriatus mostraram similaridade significativa com a espécie A. lituratus,
isso vai de acordo com a literatura que afirma que a diagnose entre A. fimbriatus e A. lituratus
é bastante complexa.

As amostras de tecido encefalico submetidas ao teste para verificar a presenca do virus
rabico em morcegos na area de estudo apresentaram resultados negativos e 0s casos de raiva
humana ou em herbivoros que antes tinham sido notificados na area de estudo tem sido

controlado.
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ANEXO |

EXTRA(;AO DE DNA KIT PROMEGA

O protocolo foi adaptado para microtubos de 1,5 ml contendo as seguintes etapas:

v Retirou-se um fragmento de 20mg tecido e colocou em um microtubo de 1,5 ml;

v Preparou-se uma solugdo composta de EDTA (60 pl) e Nuclei Lysis Solution (250 pl),
foi feita em quantidade proporcional as amostras;

v Misturou-se a solu¢do manualmente;

v Levou-se a solucdo ao freezer por 5 minutos (proporcional a quantidade dos
reagentes), tomando-se o cuidado para ndo congelar;

v Para cada pl de cada amostra, usou-se 300 pl da solucdo preparada para cada um dos
tubos;

v Colocou-se 15 ul de proteinase K e deixou-se as amostras em banho Maria a 65° C até
degradar todo o tecido (mais ou menos trés horas, dependendo do tipo de tecido);

v Adicionou-se 10 pl de RNAse e levou-se os tubos a estufa a 37° C por 30 minutos;

v Apds retirar as amostras da estufa adicionou-se 150 ul do reagente Protein
Precipitation.

Agitou-se delicadamente os tubos;

Agitou-se no vortex para garantir a homogeneizagdo dos reagentes;

Colocou-se no freezer por cinco minutos, tomando o cuidado para ndo congelar;

Centrifugou-se por 10 min. a 15.000 rpm;

NI NI NN

Adicionou-se 600 pl de isopropanol (para precipitar o DNA) em um novo tubo.

v Retirou-se o tubo da centrifuga e retirou-se o sobrenadante; colocando-o junto com
isopropanol;

v Agitou-se (homogeneizou-se) gentilmente os tubos;

v Centrifugou-se por 10 minutos a 15.000 rpm;

v Descartou-se o isopropanol e colocou-se o tubo em papel absorvente;

v Em seguida adicionou-se 500 pl de alcool 70% aos tubos e agitou-se gentilmente para
visualizar-se o pellet de DNA,;

v Centrifugou-se por 10 minutos a 15.000 rpm;

v Descartou- se o élcool;

v Submeteu-se as amostras a um spin;

v Retirou-se 0 excesso de alcool com a ponteira branca, tomando cuidado para nédo
remover o pellet;

v Colocou-se o tubo aberto na estufa por 10 minutos;
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v Colocou-se 50 pl de solugdo DNA rehydratation ou TE;

v O DNA foi visualizado por meio de um sistema de eletroforese em gel de agarose a
1% em uma propor¢do de 3 pl do tampdo (azul de bromofenol e xilenocianol). A
concentracdo do DNA extraido também foi analisado através de quantificacdo no

espectofometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

AMPLIFICACAO GENICA POR PCR E SEQUENCIAMENTO

Para o isolamento e amplificacdo dos fragmentos génicos do DNA mitocondrial
empregou-se a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com primers especifico e
condicBes especificas conforme descrito na Tabela 1. Os produtos das PCRs foram
visualizados em gel de agarose a 1% e sendo positivo foram purificados usando o kit ExoSap
IT conforme fabricante. Para o gene rRNA 16S utilizou-se os primers descritos por Palumbi et
al. (1991) e para o COI o descrito por Folmer et al. (1994).

Tabela 11. Condicdes de PCR para isolamento dos genes: rRNA 16S e COI.

GENE PRIMERS Condigdes de PCR

94°C por
5’(Desnaturagao inicial)
16S-L1987 5> GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC 3’ 30 ciclos:

94°C por 307

;Fég A (Desnaturacéo)
50°C por 1’ (Anealling)
165-H2609 5° CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 3* | /2.C por 2 (Extensio)
72°C por 7° (Extensdo
final)
94°C por
LCO-14905° g O(](?ieciggmragao inicial)
GTCAACAAATCATAAAGATATTGG3’ 3
94°C por 45
(Desnaturagéo)
col (Des o

50”(Anealling)

72°C por 17 (Extensao)
72°C por 10’ (Extensao
final)

HCO-
21985’ TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAY’

As PCRS foram realizadas em um volume final de 25 pL utilizando os seguintes
reagentes:
> 4pL de DNTPs (1,25 M) (nucleotideos);
> 2,5 pL de solugéo tampdo (10X);
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0,5 pL de solucéo de MgClI2 (50 mM);

1 pL de DNA (250 ng/ pL);

0,25 pL de cada primer (200 ng/ uL);

0,2 uL da enzima Taq polimerase (5U/ uL);

Agua de injecdo para completar o volume final da reaco.

Os produtos de PCRs purificados foram submetidos a reacdo de sequéncia pelo

método de Sanger et al. (1977) com 0s seguintes reagentes e parametros:

>

YV V V VY

4uL de H,0;

1,5 puL de Buffer;

2uL de Primer (0,8 pmol/uL);
1,5 uL de DNA;

1uL de Big Dye.

Uma temperatura inicial de 96° C por 1 minuto, 35 ciclos com 96° C por 15 segundos,

50° C por 15 segundos e 60° C por 4 minutos.Os produtos da reacdo de sequéncia foram

precipitados seguindo as etapas abaixo:

V V V V V VY

Submeteu a placa a um spin (centrifuga de placa);
Adicionou 2,5 uL de EDTA (125 mM);

Vedou a placa e submeteu-se a um spin;
Adicionou 30 pL de Etanol 100%;

Vedou a placa e misturar invertendo 4-5x;

Envolveu a placa em papel aluminio e deixar em repouso & temperatura ambiente por 15

minutos (centrifuga refrigerada 4° C);

>
>
>
>
>
>
>
>
>

Centrifugou a 4.000 rpm por 30 minutos;
Inverteu bruscamente a placa para descartar o alcool e secar sobre o papel absorvente;
Centrifugou a placa invertida por 15s a 1.150 rpm;
Adicionou 30 pL de Etanol a 70%;
Vedou a placa;
Centrifugou a 3.440 rpm por 15 s (centrifuga refrigerada 4° C);
Inverteu bruscamente para descartar o alcool e secar sobre o papel absorvente;
Centrifugou a placa invertida por 1 minuto a 1.150 rpm;

Deixou a placa na estufa a 37° C por aproximadamente 10 minutos para evapora o

excesso de alcool;
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Colocou Formamida (10uL) e levou a placa a 94° C por cerca de 3 minutos e colocou

a placa no sequenciador automéatico de DNA (ABI 3500/Life Technologies) onde ocorreu a

eletroforese.

ANEXO 11
TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA (IFD)

YV V.V V V V VYV V

Fez-se duas impressdes de lamina;

Fez-se um esfregaco do encéfalo com auxilio de um palito;
Colocou-se as laminas imersas em acetona por 30 minutos;
Retirou-se da acetona deixa secar por 10 minutos;
Adicionou-se 0 CVS/CCN em cada uma das impressoes;
Colocou-se na estufa por 30 minutos;

Colocou-se na cdmara Umida por 10 minutos;

Lavou- se com SST duas vezes, sendo que na segunda lavagem deixa-se

por 10 minutos;

> Lavou-se duas vezes com agua destilada;

> Colocou-se para secar a temperatura ambiente;

> Gotejou-se glicerina em cada uma das marcagoes;

> Colocou-se a laminula.

> Realizou-se a leitura no microscopico em luz ultravioleta.
ANEXO I

RESULTADO DA IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA (IFD)
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PROTOCOLO / UEMA N2:

DATA DO RECEBIMENTO:

MATEMALRECE&DO;
CONSERV. /MATERIAL:
ESPECIE

PROPIETARIO
ENDERECO
CIDADE/ESTADO -

TELEFONE/FAX:

AMOSTRA-
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DOENCA SUSPEITA:

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
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CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

NUCLEQ DE ESTUDOS DE ZOONOSES

PROTOCOLO / UEMA NE: 3360

DATA DO RECEBIMENTO: 11/07/2016

MATERIAL RECEBIDO: CEREBRO

CONSERV. /MATERIAL: GELO

ESPECIE: MORCEGO

PROPIETARIO CESC/UEMA/ RRM 71

ENDERECO ROTA DO VIRUS NO MA
CIDADE/ESTADO - Caxias-MA

TELEFONE/FAX: e e e et N
AMOSTRA-

MEDICO VETERINARIO: Maria Claudene Barros (Bicloga)
DOENCA SUSPEITA: RAIVA
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12 PROVA: IMUNOFLUORESCENCIA NEGATIVO
23 PROVA: BIOLOGICA: A SER REALIZADA
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TELEFONE/FAX:
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CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

NUCLEQ DE ESTUDOS DE ZOOMNOSES
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11/07/2016

CEREBRO
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MORCEGO
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Caxias-MA

Maria Claudene Barros (Biologa)

RAIVA
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12 PROVA: IMUNOFLUORESCENCIA NEGATIVO
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PROTOCOLO / UEMA N&: 3371

DATA DO RECEBIMENTO: 11/07/2016

MATERIAL RECEBIDO: CEREBRO

CONSERV. /MATERIAL: GELO

ESPECIE: MORCEGO
PROPIETARIO : CESC/UEMA/ RRM 100
ENDERECO ROTA DO VIRUS NO MA
CIDADE/ESTADO - Caxias-MA
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MEDICO VETERINARIQ: Maria Claudene Barros (Bidloga)
DOENCA SUSPEITA: RAIVA
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DATA DO RECEBIMENTO: 11/07/2016

MATERIAL RECEBIDO: CEREBRO

CONSERV. /MATERIAL: GELO

ESPECIE: MORCEGO

PROPIETARIO CESC/UEMA/ RRM 103

ENDERECO ROTA DO VIRUS NO MA
CIDADE/ESTADO - Cax%aéfMA

TELEFONE/FAX: e s
AMOSTRA-

MEDICO VETERINARIO: Maria Claudene Barros (Bidloga)
DOENCA SUSPEITA: RAIVA

RESULTADG O

12 PROVA: IMUNOFLUORESCENCIA NEGATIVG
72 PROVA: BIOLOGICA: A SER REALIZADA

SAO LUIS, 12/07/2016
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UMIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO-UENMA

PROTOCOLC / UEMA Ne:

DATA DO RECEBIMENTO:

MATERIAL RECEBIDO:
CONSERV. /MATERIAL:
ESPECIE:

PROPIETARIO
ENDERECO
CIDADE/ESTADO -
TELEFONE/FAX:
AMOSTRA-

MEDICO VETERINARIO:

DOENCA SUSPEITA:

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

NUCLEO DE ESTUDOS DE ZOONDSES

3336
11/07/2016
CEREBRO
GELO
MORCEGO
CESC/UEMA/ RRM 150
ROTA DO VIRUS NO MA
CaxiasfMlA

Maria Claudene Barros (Bidloga)__
RAIVA

RESULTADO

12 PROVA: IMUNOFLUORESCENCIA NEGATIVO

22 PROVA: BIOLOGICA: A SER REALIZADA

SAOQ LUIS, 12/07/2016
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NUCLEQ DE ESTUDQS DE ZOOMOSES

PROTOCOLCO / UEMA N2: 3328

DATA DO RECEBIMENTO: 11/07/2016

MATERIAL RECEBIDO: CEREBRO

CONSERY, /MATERIAL: GELO

ESPECIE: ~ MORCEGO

PROPIETARIO CESC/UEMA/ RRM 171

ENDEREC ~ ROTA DO VIRUS Nb MA
CIDADE/ESTADO - Caxias-MA

TELEEONEIEANE ¢ b e
AMOSTRA-

MEDICO VETERINARIO: Maria Claudene Barros (Bidloga)
DOENCA SUSPEITA: RAIVA

RESULTADGO
12 PROVA: IMUNOFLUORESCENCIA NEGATIVD
22 PROVA: BIOLOGICA: A SER REALIZADA

SAO LUIS, 12/07/2016
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PROTOCOLO / UEMA N9:

DATA DO RECEBIMENTQO:

MATERIAL RECEBIDO:
CONSERV. /MATERIAL:
ESPECIE:
PROPIETARIO
ENDERECO
CIDADE/ESTADO -
TELEFONE/FAX:
AMOSTRA-

MEDICO VETERINARIO

DOENCA SUSPEITA:

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

NUCLEO DE ESTUDOS DE ZOONOSES

3350

11/07/2016

CEREBRO

GELO

MORCEGO
CESC/UEMA/ RRM 55 |
MﬁADdVMUSNowm

Caxias-MA

Maria Claudene Barros (Bidloga)
RAIVA

RES UL TADD

12 PROVA: IMUNOFLUORESCENCIA NEGATIV

22 PROVA: BIOLOGICA: A SER REALIZADA

SAO LUIS, 12/07/2016
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CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

NUCLEQ DE ESTUDQS DE ZOONOSES

PROTOCOLO / UEMA Ne: 3361

DATA DO RECEBIMENTO: 11/07/2016

MATERIAL RECEBIDO: CEREBRO

CONSFRV. /MATERIAL: GELO

ESPECIE: MORCEGO

PROPIETARIO CESC/UEMA/ RRM 20

ENDERECO ROTA DO VIRUS NO MA
CIDADE/ESTADO - Caxias-MA

TELEFONE/FAX: P A RS ———
AMOSTRA-

MEDICO VETERINARIO: Maria Claudene Barros {Bidlaga)
DOENCA SUSPEITA: RAIVA

R ESULTADGO

12 PROVA: IMUNOFLUORESCENCIA NEGATIVO
22 PROVA: BIOLOGICA: A SER REALIZADA

SAO LUIS, 12/07/2016
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PROTOCOLC / UEMA Ne:

DATA DO RECEBIMENTO:

MATERIAL RECEBIDO:
CONSERV. /MATERIAL:
ESPECIE:

PROPIETARIO
ENDERECO
CIDADE/ESTADO -
TELEFONE/FAX:
AMOSTRA-

MEDICO VETERINARIO:

DOENCA SUSPEITA:

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

© NUCLEQ DE ESTUDOS DE ZOONOSES

3378

11/07/2016

CEREBRO

GELC}.

MORCEGO

CESC/UEMA/ RRM 91

ROTA DO VIRUS NO MA
Caxias-IMA

Maria Claudene Barres (Bidloga)
RAIVA

RESULTAD O

12 PROVA: IMUNOFLUORESCENCIA NEGATIVO

22 PROVA: BIOLOGICA: A SER REALIZADA

SAO LUIS, 12/07/2016
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CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

NUCLEQ DE ESTUDQS DE ZOONOSES

PROTOCOLO / UEMA Ne: 3380

DATA DO RECEBIMENTO: 11/07/2016

MATERIAL RECEBIDO: CEREBRO

CONSERV. /MATERIAL: GELO |

ESPECIE: MORCEGO

PROPIETARIO CESC/UEMA/ RRM 28

ENDERECO ROTA DO VIRUS NO MA
CIDADE/ESTADO - Caxias-MA

=02 00 = RO —
AMOSTRA-

MEDICO VETERINARIO: Maria Claudene Barros {(Bidloga)
DOENGA SUSPEITA: RAIVA

RESULTAD O

12 PROVA: IMUNOFLUDRESCENCIA NEGATIVO
22 PROVA: BIOLOGICA: A SER REALIZADA

SAQ LUIS, 12/07/2016
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PROTOCQOLO / UEMA N2:

DATA DO RECEBIMENTO:

MATERIAL RECEBIDO:
CONSERV. /MATERIAL:
ESPECIE:

PROPIETARIO
ENDERECO
CIDADE/ESTADO -
TELEFONE/FAX:
AMOSTRA-

MEDICO VETERINARIO:

DOENCA SUSPEITA:

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

NUCLEO DE ESTUDOS DE ZOONOSES

3385

11/07/2016

CEREBRO

GELO

MORCEGO
CESC/UEMA/ RRM 25
ROTA DO VIRUS NO MA

Caxias-MA

Maria Claudene Barros (Biologa)

RAIVA
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12 PROVA: IMUNOFLUORESCENCIA NEGATIVO

22 PROVA: BIOLOGICA: A SER REALIZADA

SAO LUIS, 12/07/2016




