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RESUMO

As espécies de morcegos neotropicais associadas aos abrigos diurnos rochosos, como cavidades
e pedrais, estao distribuidos ao longo de diferentes biomas de forma descontinua, associados as
ocorréncias de dareas carsticas. Furipterus horrens e Natalus macrourus sao morcegos
insetivoros, cavernicolas/rupicolas distribuidos ao longo territorio brasileiro, considerados
vulneraveis a extingdo nacionalmente e, apresentam forte associacao aos seus abrigos diurnos.
O presente trabalho apresenta testes de delimitacao de espécies e investigagdes sobre as relagdes
evolutivas dos géneros Natalus e Furipterus, utilizando dados mitocondriais (citocromo B e
citocromo oxidase, subunidade I) de tdxons associados aos ambientes carsticos. Para analisar
as interrelacdes entre linhagens e/ou populagdes utilizamos analises bayesianas de estruturagao
populacional, de variancia molecular e redes haplotipicas. Para testar limites especificos e
relacdes evolutivas entre tdxons e linhagens, consideramos as divergéncias genéticas
observadas, testes de delimitacdo de espécies e analises filogenéticas bayesianas e de maxima
verossimilhanca. A espécie Furipterus horrens apresentou linhagens muito divergentes, com
elevada estruturagao populacional e distribuidas tanto simpatrica quanto alopatricamente. Essas
divergéncias foram corroboradas por andlises populacionais bayesianas, testes de delimitagao
de espécies e filogenéticos, revelando um possivel complexo de espécies. Para a familia
Natalidae, Chilonatalus foi recuperado como género distinto e grupo irmao dos demais Natalus,
N. tumidirostris foi recuperado como parafilético, associado aos espécimes de N. stramineus e
N. s. saturatus € sindbnimo de N. mexicanus. As andlises populacionais de Natalus macrourus
indicaram moderada estruturagao populacional, com haplotipos compartilhados entre
localidades geograficamente distantes. A divergéncia genética, filogenia e avaliagdes
populacionais foram compativeis, a priori, com a ocorréncia de uma inica espécie para o Brasil,
sem isolamento entre as populagdes amostradas. As andlises de diversidade e variagdo
molecular de Natalus e Furipterus sdao pioneiras € apontam para a necessidade de avaliagdes
dessa natureza, sobretudo no caso de taxons sob pressdo ambiental. As informacdes geradas
subsidiam avalia¢des mais precisas do status de conservagdo das espécies ameacadas e agoes

para a conservacao e manejo dessas.

Palavras-Chave: Filogeografia, mtDNA, Morcegos cavernicolas, Espécies cripticas



ABSTRACT

Neotropical bats associated with rock crevices and caves are distributed in varied biomes,
ecossystems and discontinued environments across karstic areas. Furipterus horrens and
Natalus macrourus are insectivorous, cave-dweller/rupicolous bats distributed along the
brasilian territory, and currently considered nacionally vulnerable to extinction and,
hypothetically, both are strongly associated with day shelter. This study consists in species
delimitation tests and analysis of evolutionary relationships between Natalids and Furipterus
species, presenting molecular tests of populational structure and haplogroup distribution based
on mtDNA (cytochrome B and COI). These taxa are, hypothetically, strong dependent of their
shelter in karstic areas, which are distributed heterogeneously throughout the neotropics. In
order to consider the relationship between lineages or populations, we used Bayesian population
structure analysis and molecular variance, besides generating haplotype networks. As a means
of testing species delimitation and evolutive boundaries of taxa and lineages, we performed
Bayesian and maximum likelihood phylogenetic analysis. Furipterus horrens were split into
divergent lineages distributed in alopatry and also in sympatry, showing high population
structure and low haplotype sharing. Considering Natalids’ analysis, Chilonatalus was
recovered as sister-group of all Natalus. N. tumidirostris was recovered in parafiletism, in
association with N. mexicanus. Besides, N. s. saturatus was recovered as synonymous of N.
mexicanus, as shown in previous morphological studies. The population assessments of Natalus
macrourus indicated a moderate population structure, with some shared haplotypes between
geographically distant locations. The values of genetic divergence, phylogenetic and population
analysis indicate, a priori, the occurrence of a single species for Brazil. Spatially, was not
observed any isolation among the sampled populations. Molecular and diversity variation
analysis in Natalus and Furipterus are pioneering, indicating the demand for this kind of
evaluation, specially in taxa under antropic pressure. The information here presented allows for
a better assessment of the preservation status of endangered species, for their conservation and

management.

Keywords: Bat phylogeography, mtDNA, cave-dwelling bats, cryptic diversity



LISTA DE FIGURAS

Figure 1. Haplotype network from cytochrome oxidase (COI) and cytochrome b (Cyt b) for
Furipterus horrens. A (pink), single individual from southern South America; cluster B (ink
blue), Eastern and Southeastern South America and the Guianas; cluster C (yellow), Eastern
Amazonia at the lower-middle Xingu River; cluster D (dark green), Eastern Brazil; cluster E
(brown), Eastern Amazonia at the lower-middle Xingu River as in C, and cluster F (light green)

FEASTEITI AINAZOMNIA. c.ceeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeeeeea e aaeeeeeeeeeanaaaeaeeas 60

Figure 2. Evolutionary tree derived from the genus Furipterus (Furipteridae) lineage
relationships. Lineages recovered are illustrated as colored clades in the tree, and as
distributional points in the map, to the right. This final tree is derived from fully supported
Bayesian trees generated with 1797 base pairs of the concatenated mtDNA markers COI and
Cytochrome b. Clade A, single individual from southern Atlantic forest, mosaic with limestone
karst; clade B, Eastern Amazonian Forest, Guiana forests, Southeastern Brazil caatinga in
mosaic with semideciduous forests and limestone karst; clade C, lower-middle Xingu river rock
outcrops, river margin with forest and arenitic formations, Eastern Brazil; clade D, Eastern
Brazil mosaic of Caatinga, forests and limestone caves; clade E, lower-middle Xingu river rock
outcrops as in C) and clade F, iron-rich caves in savannah like formations (cangas) from Eastern

Amazonian mosaic with Amazonian forests, Para state, Brazil. ...............cccccccoeeeiiiiiiiiiinennn, 61

Figure 3. Dated evolutionary tree of lineages within genus Furipterus (Furipteridae) and
estimated divergence times, using a lognormal relaxed molecular clock. The ultrametric tree
was derived from Bayesian inference analyses of 1797 base pairs of mitochondrial DNA with
two independent fossil calibrations, the Oligocene mormoopid Koopmanycteris
paleomormoops and the Miocene noctilionid Noctilio lacrimaelunaris. The color-coding
vertical bars indicate clades recovered by the phylogeny (to the left) and groups recovered by
the mPTP species limits tests (t0 the r1ght). ........ocoviiiiiiiiiiiee e 62

Figura 4. Individuo de Natalus macrourus (VCT 2662): cranio em vista dorsal e lateral. Escala:

10mm (A) (foto: P. Pilatti), individuo capturado na FLONA Carajés (B) (foto: V. Tavares). 74

Figura 5. Distribuicdo do género Natalus na América do Sul (Fonte: [IUCN 2018, Rocha et al.
2013, Delgado-Jaramillo et al. 2018). ...ccoueiiiiiieiie e e e 76



Figura 6. Filogenias prévias da familia Natalidae. Adaptado de Dévalos 2005 (A) e adaptado
de TeJedOr 2007 (B)..eeuieeiieiie ettt ettt ettt et et eebe e s ateenbe e taeeebeeeaaeenbeeenaeesaens 77

Figura 7. Mapa de distribuicao das amostras analisadas nesse estudo. Em vermelho estdo as

sequencias produzidas e em verde as sequencias obtidas via Genbank. ...........c..ccccceeeeveenneen. 80

Figura 8. Filogenia da familia Natalidae e grupo externo inferida a partir de analises Bayesianas
de 1140pb para Cyt B (A) e 657pb de COI Numeros na base representam valores de
probabilidade posterior (PP) e numeros apds os taxa terminais indicam, a saber: (1)
Chilonatalus macer, Chilonatalus micropus (2) N. mexicanus (3) N. macrourus (RO), (4) N.
tumidirostris Venezuela (5) N. tumidirostris Trinidade e Venezuela (6) N. stramineus (7) N.
macrourus Nordeste brasileiro, (8)N. macrourus FLONA Carajas- Pard, Altamira-Para,
Peruagu-MG, Chapada Diamantina-BA, Montividiu, GO, (9) N. major, (10) N. mexicanus, (11)
N. stramineus Guatemala, (12) N. saturatus Nicaragua, (13) N. tumidirostris (14) N. macrourus
(RO), (15) N. stramineus Nordeste brasileiro, (16) N. stramineus Nordeste brasileiro e (17) N.

macrourus, demais LOCALIAAAES. .....ccuueveiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e seeeas 91

Figura 9. Filogenia da familia Natalidae e grupo externo inferido a partir de analises Bayesianas
baseada em 1797 loci mitocondriais. Numeros a esquerda da arvore representam valores de
probabilidade posterior (PP) e a direita os clados (1) Chilonatalus macer, Cuba (2) Chilonatalus
micropus, Republica Dominicana (3) Natalus major, Republica Dominicana (4) Natalus
mexicanus, (5) Natalus tumidirostris, Venezuela (6) Natalus tumidirostris, Trinidade e Sucre,

Venezuela (7) Natalus stramineus, Saba (8) Natalus macrourus, Brasil.............ccccoeveeenenee. 92

Figura 10. Resultados dos testes mPTP para delimitagdo de espécies a partir dos dados

concatenados de COI e CitB, para os géneros Chilonatalus € Natalus. ..................ccveeeueennn... 94

Figura 11. Resultado da analise espacial de estruturagdo genética utilizando os dados
concatenados (Cyt B+COI) do género Natalus. Para Natalus macrourus, Go - Goias, CDIA -
Chapada Diamantina, XIN — Xingu, RO — Rondonia, NE — Nordeste, CKS — Carajas........... 97

Figura 12. Rede de haplotipos gerada a partir dos dados de Citocromo B para Natalus
macrourus: GO, Montividiu, Goids, CKS (FLONA Carajas, Serra Norte de Sul), NE Nordeste
(Rio Grande do Norte e Sergipe), Xingu (Altamira, Baixo e médio Xingu), CDI (Chapada
Diamantina), PER, PARNA Cavernas do Peruagu, RO, Rondonia, rio Madeira..................... 98



Figura 13. Rede de haplotipos gerada a partir dos dados de Citocromo Oxidase (COI) para
Natalus macrourus: GO, Montividiu, Goids, CKS (FLONA Carajas, Serra Norte de Sul), NE
Nordeste (Rio Grande do Norte e Sergipe), Xingu (Altamira, Baixo ¢ médio Xingu),
CDI(Chapada Diamantina), PER, PARNA Cavernas do Peruacu, RO, Rondonia, rio Madeira.

Figura 14. Correlograma de mantel mostrando correlagdo espacial (Correlagdo de mantel) para
os dados concatenados (Cyt B+COI), distribuidos de acordo com as classes de distancia, apds

progressiva corre¢ao de Bonferroni (R=0,504, p<0,01)



LISTA DE TABELAS

Table 1. Primers used for amplification and/ or sequencing of Furipterus horrens. ............... 53
Table 2. Dataset characteristics and best-fitting models of nucleotide substitution................. 54

Tabela 3. Average Kimura 2-parameter distances (%) between the clades of F. horrens based

0N Cyt b and COTMATKETS. .....oecviiiiieiieiie ettt ettt ettt ettt et ebeessaeebeesaaessseensaeenseens 55

Table 4. Populational parameter estimates for the markers Cytochorme b and COI from
Furipterus horrens populations. Groups named as in the clades recovered and network
analyses). N = number of individuals sampled, H = number of haplotypes, S = number of
polymorphic sites, Hd = haplotypic diversity, = = nucleotide diversity, H = haplotypes, K=

average number of Pairwise differenCes. .......couiriiiiiiiiieiiicee e 56

Table 5. Fsr values considering Cytochrome b (Cytb) and COI, separately of Furipterus
horrens, with significant values in bold. Upper diagonal corresponds to the geographical

AIStANCE 1N KILOIMIELETS. «eieeieieieeeeeee e 57

Table 6. Tests of neutrality for combined mitochondrial data. N = number of samples, D=

Tajima neutrality test, P significance, Ne expected number of alleles, Fs, Fu’s neutrality test.

Table 7. Analysis of Molecular Variance (AMOVA) including haplotypes of populations of
Furipterus horrens using and Cyt b and COIL data. ...........ccoceeviiriiniiiiniiniiicccccceceee 59

Tabela 8. Lista de amostras utilizadas, localizagdo e marcadores sequenciados. .................... 81

Tabela 9. Primers utilizados para amplificagdo e sequenciamento das espécies do género

Chilonatalus e Natalus, tamanho da sequéncia de DNA gerada.........cccceeevveeviieenieeceieeeen. 86

Tabela 10. Valores de divergéncia genética considerando os marcadores Citocromo B e COI
entre espécies conforme a taxonomia corrente e de acordo com Kimura 2P. Linhagens:
Outgroup (Eumops auripendulus), Chilo: Chilonatalus micropus, Nmac: Natalus macrourus;

Nmex: N.mexicanus, Nstr; N. stramineus, Ntum: N. tumidirOStris........ccccovveeeiiiieievvvvinnnnnnn. 93

Tabela 11. Lista dos espécimes de Natalus macrourus e respectivos haplotipos identificados.



Tabela 12. Testes de neutralidade para os dados mitocondriais concatenados. N= numero de
amostras, D teste de neutralidade Tajima, P valor de significincia, Ne numero esperado de

alelos, Fs teste de neutralidade FU ...........oooiiiiiiiiiiiiiiceeee e 96

Tabela 13. Valores de Fst para os marcadores Citocromo b ¢ COI de Natalus macrourus e

distancia geografica em km (diagonal SUPETIOT).........cecuveriieiiierieeiiienieeieesire e eee e sene e 96

Tabela 14. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) entre haplotipos das populagdes de

Natalus macrourus utilizando sequéncias de Citocromo B € COL..........cccceeveviieviieicieieienn. 99

Tabela 15. Valores de divergéncia genética considerando os marcadores Citocromo B e COI
entre as populagdes de N. macrourus, de acordo com Kimura 2P. Populac¢des: OUT, outgroup
(E. auripendulus), CKS&SE (FLONA Carajas e Sudeste), XIN (Pedrais do Baixo ¢ médio
Xingu), CDI (Chapada Diamantina), NE (Rio G Norte+Sergipe, RO (Rondodnia). ............... 100



SUMARIO

INTRODUGCAO GERAL ..o 17
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o 22
CAPITULO Lo e er e 28

ALMOST TWO-HUNDRED YEARS OF MONOTYPY AND A POORLY KNOWN LIFE
HISTORY: MULTIPLE LINEAGES OF FURIPTERUS (CUVIER, 1828) WERE HIDDEN

BY ROCKS. ..ot 28
ABSTRACT ... 29
INTRODUCTION ... 30
METHODS ...t 31
RESULTS ..ot 35
REFERENCES ......covooioeeeeeeeeee e s s 43

CAPITULO TL.....ooiooeeeeeeeeeee e 71

FILOGENIA MOLECULAR DO GENERO NATALUS (CHIROPTERA, NATALIDAE)
BASEADA EM DNA MITOCONDRIAL, VARIACOES POPULACIONAIS EM N.

MACROURUS E IMPLICACOES PARA A CONSERVACAO. ....oovoveeeeeeeeean. 71
RESUMO ...t 71
ABSTRACT ... aesessene s eenee s 72
INTRODUGCAO ...ttt ee v vesesesesesesesesenesevenans 73
MATERIAIS E METODOS ........oooiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeses s 79

MATERIAL ANALISADO ......cooiiiieieeeeieeeeeeeeeeee e, 79

OBTENCAO DOS DADOS ..., 86



ANALISES ..o e e e e s et e s e s e s s e s e e e s s s e e e s s en e, 87

RESULTADOS ..ot ee e 89
ANALISES FILOGENETICAS ..o, 89
ANALISES POPULACIONAIS .......ooimiieieeeeeeeeeeeeeeeee oo, 95

DISCUSSAQ ..ot 101

REFERENCIAS BIBLIOGRAFTICAS ..o, 108



17

INTRODUCAO GERAL

Morcegos sao mamiferos inseridos na ordem Chiroptera e os Unicos capazes de realizar
voos ativos (Kunz & Fenton 2005, Neuweiler 2000) se constituindo na segunda maior ordem
dentro do grupo, com atualmente 1428 espécies e perfazendo cerca de 22% do total de
mamiferos atualmente registrados (Burgin et al. 2018, Fenton & Simmons 2014, ASM Database
2020, Paglia et al 2012). Apresentam também habitos alimentares bem diversificados, podendo
ser classificados como nectarivoros, frugivoros, insetivoros, onivoros, folivoros, granivoros,

piscivoros e hematofagos (Kunz et al. 2003, Neuweiller 2000).

Devido a essa plasticidade alimentar, estdo aptos a ocupar diversos habitats na natureza,
oferecendo também importantes servigos ecossist€émicos, atuando como dispersores de
sementes ¢ regeneradores de areas florestais, como reguladores de populagdes de insetos e de
pequenos vertebrados, e estdo, por conseguinte, implicados em importantes servigos
ecossistémicos (Boyles et al. 2011, Kunz et al. 2011). Morcegos sdo também frequentemente
encontrados em construcdes urbanas nas cidades e zonas rurais (Altringham et al. 1996, Kunz

et al. 2003).

Em relagdo aos seus abrigos, morcegos utilizam uma grande gama de ambientes, sendo
esse recurso considerado como crucial para esses animais, que passam a maior parte de seus
ciclos de vida submetidos a pressdes de selecdo dos mesmos (Hill & Smith 1984, Kunz 1982,
Kunz & Lumsden 2003). Dentre as espécies de morcegos, varias se abrigam em fendas e ocos
em rochas, sob folhagens nas copas das arvores, cupinzeiros abandonados e em ambientes
rochosos em geral, incluindo pedrais, fendas e cavernas (Kunz & Lumsdem 2003, Tavares et

al. 2012, Trajano 1996).

Morcegos cavernicolas podem apresentar distintos graus de dependéncia em relagdo a
esses ambientes, onde algumas espécies apresentam relagdes oportunisticas com cavidades,
como Carollia perspipillata e Glossophaga soricina, o que significa que utilizam comumente,
mas ndo exclusivamente esses ambientes. Outros taxons sdo mais dependentes de cavernas,
considerados como essencialmente cavernicolas ou rupiculas, como Furipterus horrens, sendo
também registradas ocasionalmente em outros abrigos, como troncos de arvores caidos,
enquanto hé espécies estritamente cavernicolas, como Natalus macrourus e Lonchorhina aurita

(Guimaraes & Ferreira 2015, Kunz 1982, Kunz et al. 2003, Tejedor et al. 2005).
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Dentre os beneficios relacionados ao uso de cavidades naturais subterraneas, ou em
abrigos rochosos estd a maior estabilidade climatica desses ambientes, cujos valores de
temperatura e umidade podem permanecer pouco variaveis ao longo das estagdes (Culver &
Pipan 2019, Pipan et al. 2010). Nuimeros, ainda subestimados, indicam que mais de 25% das
espécies de morcegos que ocorrem no Brasil ja foram amostradas no interior de cavernas e que
cerca de 30 espécies tém relagdo estreita com cavidades, contribuindo com a maior parte do
aporte de nutrientes para o interior destes ambientes (Bredt et al. 1999, Tavares et al. 2012,

Trajano & Gimenez 1998).

A ocorréncia de cavidades naturais subterraneas ao longo do territdrio brasileiro se da
de forma heterogénea, formando aglomerados de cavidades associadas aos afloramentos,
circundados por areas descontinuas sem ocorréncias de cavernas (CECAV 2013). A preferéncia
de algumas espécies de morcegos por cavidades, que estdo espacialmente dispersas ao longo
do territorio brasileiro, associada a capacidade de voo, pode influenciar a dispersdo desses
grupos. De forma complementar, sua dispersdo pode estar diretamente relacionada aos aspetos
morfoldgicos, como o tamanho corporal e o tamanho e forma das asas (Norberg & Rayner 1987,
Pilatti 2011). As limitagdes de voo impostas por caracteristicas morfologicas em quirdpteros
podem, hipoteticamente, influenciar em variagdes populacionais relacionadas ao fluxo génico

(Meyer et al. 2009, Meyer et al 2016).

Estudos demonstram que, mesmo em escalas pequenas, algumas espécies de morcegos
tém distintos padroes de deslocamento (Bernard & Fenton 2003, Trevelin et al. 2013) e de
diferenciagdo génica, apresentando, em alguns casos, marcada estruturacdo populacional
(Meyer et al. 2008, Ripperger et al. 2013). No caso de populacdes de morcegos
cavernicolas/rupicolas, a forte associagdo de algumas espécies aos abrigos em rochas, aliada a
restricoes de deslocamento e dispersdo sdo fatores que podem contribuir para limitagdes de
fluxo génico, de modo similar ao que ocorre com populagdes distribuidas em paisagens
fragmentadas (Kerth & Petit 2005; Meyer et al. 2008) gerando estruturagdes populacionais

correlacionadas por exemplo com distancias geograficas (Pereira et al. 2009).

No ambito das andlises de variagdes intraespecificas, com o desenvolvimento das
técnicas de amplificacdo e sequenciamento de DNA, a filogeografia emergiu como um ramo
que faz a interface entre a Genética, sobretudo a Genética de populagdes, a Historia Evolutiva
dos taxons e Ecologia (Avise 2000, Edwards & Beerli 2000), considerando a distribuicao de

haplotipos em contexto geografico. Dados sobre a filogeografia de morcegos incluindo
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marcadores mitocondriais e nucleares vem sendo utilizados de modo crescente nas ultimas
décadas para estimar aspectos sobre a historia evolutiva das linhagens de morcegos,
considerando o comportamento social (Kerth et al. 2002, Pereira et al. 2009), biogeografia e
variacao populacional (Carstens et al. 2004, Clare et al. 2011, Ditchfield 2000, Martins et al.
2009, Meyer et al. 2008, Pavan et al. 2011).

Dentre as espécies de morcegos, as que possuem habitos migratorios tendem a
apresentar maior compartilhamento de haplotipos e baixa diferenciagdo génica (McCracken &
Gassel 1997, Russel et al. 2005). Ja no caso das espécies de morcegos nao-migratorios, as taxas
de diferenciagdo génica sdo maiores (Ditchfield 2000, Martins et al. 2009, Pavan et al. 2011),
sugerindo que a dispersdo afete diretamente o fluxo génico dentro das espécies. Estudos
demonstram que a variabilidade génica em morcegos esta associada a fatores como habilidade
de dispersdo, eventos historicos e comportamentais (Burland et al. 1999, Carstens et al. 2006,

Kerth et al. 2002).

O Brasil ¢ um pais megadiverso, sendo o segundo pais em diversidade de quirdpteros
do mundo, com pelo menos 182 espécies registradas (Nogueira et al. 2018). Bernard et al.
(2011) demonstraram que h4 muitas lacunas de conhecimento sobre morcegos devido a
amostragem heterogénea e problemas taxonomicos. Em estudos testando a ocorréncia de
complexos de espécies publicados acerca de morcegos da América do Sul, observa-se a
limitada, ou a ndo inclusdo nas analises de materiais provenientes do Brasil, de modo que
revisoes frequentemente negligenciam a amplitude de variag@o intra-especifica que pode ser

encontrada em territdrio brasileiro (e.g. Solari et al. 2009, Velazco & Patterson 2014).

Estudos filogeograficos de haplogrupos em territorio brasileiro demonstraram
estruturacao populacional em espécies que usam cavernas, com alto grau de dependéncia, como
¢ o caso de Lonchorhina aurita, e espécies que usam, mas nao dependem de cavidades, como
¢ o caso de Desmodus rotundus (Azevedo 2013, Lopes & Ditchfield 2009) e de Carollia
perspicillata (Pavan et al. 2011). Esses padrdes sdo encontrados em outros de mamiferos em
areas de Mata Atlantica (Miranda et al. 2008, Moraes-Barros et al. 2006) e sugerem
concordancia com as proposicdes de retracdo e expansdo de florestas durante as mudancas

climaticas do Pleistoceno (Haffer 1969, Prance & Whitmore 1986).
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As espécies de morcegos cavernicola/rupicolas selecionadas para o presente estudo
apresentam atualmente status de conservacao Vulneravel, de acordo com o critério A3, do
Ministério do Meio Ambiente (MMA 2014, MMA 2018), ou seja, apresentam declinio
populacional pronunciado, estimado para as proximas geragoes, em especial devido a supressao
sistematica dos ambientes cavernicolas para fins de mineracdo, seja ela para extracao de ferro
ou calcario, ou a instalagdo e operagdo de hidrelétricas (Tavares et al. In litt.). Ambos os tdxons
apresentam graus distintos de dependéncia de ambientes cavernicolas, onde Furipterus horrens
conta com registros para abrigos ndo rochosos (ocos de arvores e construgdes humanas)

enquanto Natalus macrourus ¢ exclusivamente cavernicola (Tejedor 2011).

Inserido na familia Furipteridae, Furipterus é um género monotipico de morcegos
insetivoros pequenos (cerca de 3g) cavernicolas/rupiculas facultativos que ocorrem no Brasil,
Colombia, Guiana, Trinidade, Venezuela ao sul do rio Orinoco, Panama e Costa Rica (Gardner
2008, LaVal 1977). Furipterus horrens tem pelos dorsais volumosos e finos, cinza-azulados a
ardosia e ventrais mais palidos, cauda longa, focinho proeminente e sem proeminéncias em

forma de rim (Gardner 2008).

No Brasil, F. horrens foi registrado em cavidades de minério de ferro da regido de
Carajas, e em pedrais no baixo médio rio Xingu norte (ambos no estado do Para) e em cavidades
calcarias no Brasil central, nordeste, sudeste e sul do Brasil (Bredt et al. 1999, Duda et al. 2012,
Esbérard et al. 2005, Leal et al. 2014, Novaes et al. 2012, Portella et al 2017). Furipterus
horrens nunca foi revisado, a despeito de sua ampla distribui¢do, aparente vulnerabilidade,
principalmente devido ao seu diminuto tamanho. Poucos dados moleculares estavam
disponiveis para o tdxon na porcao de sua distribuicdo brasileira, até o presente estudo. Em
realidade, os poucos dados moleculares disponiveis para Furipterus se restringiam a Guiana

(Clare et al. 2011).

Ja os morcegos insetivoros do género neotropical Natalus sao estritamente cavernicolas,
pequenos e delicados (comprimento de antebrago: 27-45mm), caracterizando-se por apresentar
pernas e caudas longas, com aproximadamente o tamanho do corpo. Possuem orelhas em forma
de funil, com olhos pequenos e pelos longos que variam do cinza ao amarelado ao avermelhado,
apresentam caixa craniana globosa, pequena crista sagital e rostro estreito e alongado (Gardner

2008, Tejedor 2011).
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O género foi recentemente revisado de forma robusta para as formas ocorrentes na
América Central e Caribe (Tejedor et al. 2005, Tejedor 2007, Tejedor 2011) sendo que N.
macrourus foi considerado como o taxon ocorrente ao sul do rio Amazonas (Garbino & Tejedor
2013), com base em uma amostragem que nao inclui a extensao de ocorréncia nesta regiao e
possiveis variagdes. No Brasil, Natalus macrourus ocorre na regido norte, nordeste, sudeste e
centro-oeste, sendo encontrado nos sistemas ferriferos no estado do Para, em areas de calcario
e em pedrais associados a cachoeiras no Xingu central (Bredt et al. 1999, Esbérard et al. 2005,
Tavares 2012) e nao havia dados moleculares disponiveis para o tdxon, até o presente estudo.
O teste do status das populagdes de Natalus macrourus ocorrentes no Brasil é particularmente
relevante dado o cenario de exploracdo de ambientes carsticos nesse pais, ao qual a espécie esta

intimamente associada.

Em resumo, esse trabalho conta principalmente com testes de delimitagao de espécies e
relacdes evolutivas dos géneros Natalus e Furipterus e testes moleculares de estruturacao
génica e distribui¢do de haplogrupos, com base em dados mitocondriais; desses tdxons em
principio dependentes, ou fortemente associadas a conglomerados carsticos, 0s quais

distribuidos de modo heterogéneo ao longo dos neotropicos.
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ABSTRACT

The thumbless bat Furipterus horrens is a tiny and delicate insectivorous bat from the family
Furipteridae, which is composed by two monotypic genus including the nominal Furipterus,
widely distributed in the Neotropics and Amorphochilus, confined to rocky formations from
the Pacific coast of South America. Natural history information for the two furipterid species
is scarce and their diversity has been documented by few museum specimens. Furipterus has
virtually never undergone systematic revisions, with the single exception of the middle XIX
century description of F. caerulescens Tomes, 1856. Likewise, there has virtually been no
assessment of the genetic diversity within the species. We herein describe patterns of
distribution and roost use for this species departing from our collected material during roost
surveys conducted in cave roosts and other rocky roosts from South America over the last 20
years and, associated to that we tested for genetic variation within F. horrens based on our
original data including the mitochondrial complete cytochrome-b gene and the standard
Barcode region of mitochondrial DNA Cytochrome C Oxidase subunit I (COI). Our prediction
was to find structured populations in distinct levels of isolation associated to the naturally
patchy distribution of these roosts. Phylogenetic analyses recovered well-supported clades
coincident with the haplotype clusters recovered in the network analyses, and species limits
tests split the individuals in several lineages, suggesting from five to eight putative species,
instead of one. Our data demonstrate that the species is abundant in caves and rock outcrops
from Eastern South America and distributed in highly divergent populations. Our data indicate
the occurrence of well-structured populations constituting highly divergent lineages, with low
occurrence of haplotype sharing. The lineages recovered were mostly allopatric along South
America, except in the case of two sympatric lineages from the low-medium Xingu River.
Based on the apparently discontinuous distribution found for Furipterus in South America we
hypothesized past metapopulational arrangements composed of spatially structured populations
with different degrees of isolation and restricted that could have compromised the gene flow.
Furipterus horrens as up to now recognized is composed by highly divergent populations
probably containing more than one species, a diversity that remained virtually overlooked for
over two centuries. This new data has conservation implications, as some of the unique, newly
recognized lineages of F. horrens may be circumscribed to small distribution extents, inhabiting

rocky formations in riverbeds or caves close to pressures from anthropogenic activities.

Keywords: Thumbless-bat, genetic variation, species delimitation, cave bats, tree roost.
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INTRODUCTION

The intensification of the revisionary works on Neotropical bat taxonomy including the
examination of recently collected material provided evidence to better understand the
taxonomic contents of most Neotropical bat families (E.g. Emballonuridae, Lim et al. 2010;
Phyllostomidae, Velazco & Patterson 2008, Velazco & Patterson 2014, Nogueira et al. 2012,
Tavares et al. 2014; Garbino et al. 2020; Mormoopidae, Pavan et al., 2013; Thyropteridae,
Gregorin et al. 2006; Natalidae, Tejedor 2011; Molossidae, Moras et al. 2016; Vespertilionidae,
Moratelli & Wilson 2014) to the exception of the bats from family Furipteridae. The family
Furipteridae is composed by two tiny Neotropical insectivorous bats belonging to two
monotypic genera, Amorphochilus Peters, 1877 and Furipterus Bonaparte, 1837. Furipterus
have virtually never undergone revisionary studies, with the single exception of the description
of Furipterus caerulescens Tomes, 1856 with the type locality “Santa Catarina” a state from
Southern Brazil, presently a junior synonym of F. horrens (Cuvier, 1828). Likewise, the few
molecular data up to now available of Furipterus has only appeared in broad, general
mitochondrial COI variation analyses circumscribed to the standard barcoding marker for bats
(Clare et al. 2011) and in tests on the phylogenetic position of Furipteridae within Chiroptera
(Teeling et al. 2005, Rojas et al. 2016, Amador et al. 2018).

Furipterids are overall poorly documented by records and museum specimens along
their distribution. Amorphochilus schnabli Peters, 1877 is restricted to western South America,
in the xerophytic Pacific coast of Ecuador, Peru, and Northern Chile (Cabrera 1958, Gardner
2008). On the other hand, Furipterus horrens (Cuvier, 1828) has a broader distribution,
occurring in Central America (Nicaragua, Costa Rica and Panama, Handley, 1966, Medina-
Fitoria et al. 2015, Alfaro-Lara et al. 2019) and in South America, with records from Colombia,
Venezuela, Trinidad, Guyana, French Guiana, Suriname, Peru, Ecuador, northern Bolivia and
Brazil (Handley 1976, Tavares et al. 2010, Clare et al. 2011, Tavares et al. 2012, Leal et al.
2014, Portela et al. 2017; Arroyo-Cabrales, 2019). Natural history data for furipterids is scarcely
reported in the literature (e.g. Laval 1977, Uieda et al. 1980).

Furipterus horrens is a tiny and delicate bat reported to usually form small groups to
large colonies reaching up to 250 individuals (2 to 5 g weight and 33 — 41 mm forearm; La Val
1977, Uieda et al. 1980, Arroyo-Cabrales, 2019). This species has been recorded roosting

buildings, tunnels, among boulders, hollow logs and within or under fallen trunks (Simmons
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and Voss, 1998; Arroyo-Cabrales, 2019) and it is associated with rocky roosts in Eastern Brazil
within South America (Guimaraes & Ferreira 2015, Leal et al. 2014, Portela et al. 2017, Tavares
etal. 2010, Tavares et al. 2012). It was long considered one of the rarest neotropical bats in the
world (Handley 1976, Uieda et al. 1980, Bredt et al. 1999, Guimaraes & Ferreira 2015, Novaes
et al. 2012, Tavares et al. 2012). On the other hand it may be considered abundant in cave

complexes in Brazil (Arroyo-Cabrales 2019).

Roost dependence combined to constraints to the movements of the bats and to their
dispersal can contribute to restrictions to the gene flow among their populations similarly as for
species distributed in fragmented landscapes (Kerth & Petit 2005, Meyer et al. 2008). We herein
hypothesize that the dispersal capacity of F. horrens is limited based on its apparently
discontinuous distribution in Eastern South America, related to its rocky roost-association
(LaVal 1977, Uieda et al. 1980). Based on that, we predicted an impoverished connectivity for
the populations of F. horrens populations and restricted gene flow. We herein studied the genetic
diversity of Furipterus horrens throughout its South American distribution, aiming to
identifying populations and test for structure patterns using DNA mitochondrial data. We also
investigate historical patterns for the lineages detected and propose investigative lines to resolve

the taxonomy of this taxon based on our initial findings.

METHODS

Taxon sampling

We obtained tissue samples deposited in the collections of the Universidade Federal do
Parana (UFPR), Curitiba, Parand; Universidade Federal de Lavras (CMUFLA), Lavras, Minas
Gerais; Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)), Belo Horizonte, Minas Gerais;
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Jodo Pessoa, Paraiba; Universidade Federal de
Pernambuco, Recife (UFPE); Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG)), Belém, Para and from
the Instituto de Pesquisa Cientificas e Tecnologicas do Estado do Amapa (IEPA). From this
material we obtained 50 original Cytochrome B and COI DNA sequence data, from 50
specimens of Furipterus horrens distributed in the Eastern Amazonian forests and cangas (iron
rich savannah like habitats from Eastern Amazon), from the Brazilian caatinga of eastern South

America, Northeastern Brazil, from the Atlantic Forest sites including locations in the South-



32

Southeastern Brazil south to Parand state in Brazil, summing up to 14 Brazilian localities. We
added eight sequences available in GenBank from six additional localities in Northwestern

Amazonia (Ecuador), and from the Guiana shield including localities in Guyana, and Suriname.

Sampling sites included karstic areas inserted in iron-rich lithologies, siliciclastic and,
sandstone lithologies the Amazonian Eastern South America (e.g. rock crevices along river
Xingu), and limestone caves in anthropic areas in the Northeastern, Southeastern and Southern
Brazil (Supplementary information — Table 1). The complete collecting localities and their
geographical coordinates are listed in the supplementary files together with the associated tissue
collection, GenBank accession numbers, and base-pair length are listed in the Supplementary
Information (Table S1). We included the species Noctilio albiventris Desmarest, 1818 to serve
as outgroup in our analyzes as a representative of the Noctilionidae, which is sister to

Furipteridae according to a recent phylogeny for Yangochiropteran bats (Amador et al. 2018).

A large part of the bats included in our study was sampled during fieldwork conducted
in the Lower-Medium River Xingu, and in the Floresta Nacional of Carajas, eastern Amazonia
by VCT, with the help of hand nets inside the bat roosts, and mist-nets. We provide descriptions

of these roosts in a section dedicated to remarks in Natural History.

Extraction, amplification and DNA sequencing

Most genomic DNA was extracted from liver or wing puncture samples stored in ethanol
using DNeasy® extraction kits (Qiagen®). We amplified two mitochondrial genes, Cytochrome
b (Cyt b—1140 bp) and Cytochrome oxidase (COI-657 bp). All amplifications were obtained in
reactions containing between 40-60 ng of DNA, 1.5 U of Platinum Taq (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), 1x Platinum Taq PCR buffer, 1.5 mM MgCl, 200 uM dNTPs set (Invitrogen®) and
0.3 uM of each primer. The amplification and DNA sequencing protocols follow Moras et al.
(2016) using the primers described in Table 1, with temperatures adjusted to 44°C for annealing.
The readings obtained from chromatograms obtained were assembled, edited, and checked for
quality using Geneious 8.1.6 The sequences were aligned using the Muscle algorithm (Edgar
2004) as implemented in MEGA 7.0 (Kumar et al. 2016) and checked by codon translation.
Pairwise genetic distances between pairs of lineages were calculated for the the Cytochrome B

and the COI datasets using the Kimura 2-parameter substitution model (Kumar et al. 2016).
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Part of the material was sequenced in the facilities of Instituto Tecnologico Vale with similar

standard protocols as described.

Data analysis
Genetic variation, and population analyses

Population analyses were performed considering each marker separately and using the
Arlequin 3.5 software (Excoffier & Lischer, 2010). Haplotype networks were generated using
the median-joining algorithm (Bandelt et al. 1999) as implemented in the Haplotype viewer
software (Ewing 2016).

The population parameters estimated were the sample size (N), the number of
individuals in each group, or lineage; the number of haplotypes (H), the number of individuals
in the same population with different DNA sequences; the Haplotype diversity (Hd), the
probability that, given two sequences, these are different in a population; the Number of
polymorphic sites (S), variations in mutation positions; the Nucleotide diversity (w), average
number of nucleotide differences per site between sequences and; the Average number of

nucleotide differences (mutations) pairwise (K).

To estimate the molecular diversity within and between populations, we calculate FST
values, and to test for neutrality we used Tajima's D test (1989) and Fu's F test (1997), performed
in the DNAsp software (Librado & Rozas 2009). We run Exact tests and analyses of molecular
variance (AMOVA, Excoffier & Lischer 2010) to evaluate genetic structure in populations of
Furipterus horrens using Arlequin 3.5 software (Excoffier & Lischer, 2010). We performed
spatial analyses of molecular variance using the SAMOVA 1.0 software (Dupanloup et al.
2002). Mantel tests were used by estimating the Monmonier algorithm as implemented in the

Alleles in Space software (Miller 2005).

Phylogenetic analysis and Time-divergence estimations

We used PartitionFinder2 (Lanfear et al. 2016) to estimate the best-fit partitioning

schemes and the nucleotide substitution models using the Bayesian information criterion (BIC).
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We subsequently run Bayesian analyses to estimate phylogenetic relationships for F. horrens
and Noctilio albiventris with the software MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al. 2012) using the
CIPRES portal. We used the the log-likelihood (InL) plots as provided by the software Tracer
1.6 (Rambaut et al. 2014) and run four simultaneous Markov Chain Monte Carlo (MCMC) (one
cold and three heated) for 20 million generations, sampling at every 2000 generations, and a
burn-in of 10%. The genetic distances between the clades recovered in phylogenetic analysis
were estimated using the Kimura 2- parameters model (K2P, Kimura 1980) as implemented in

MEGA7.0 software (Tamura et al. 2013).

To obtain an ultrametric tree and be able to estimate the divergence times within
Furipterus, we conducted a Bayesian inference analysis, using a lognormal relaxed molecular
clock. As there are not known fossil furipterids we used two Noctilionoidea fossil species (one
Mormoopidae and one Noctilionidae) as independent calibration points. The Oligocene
mormoopid Koopmanycteris paleomormoops (Morgan, Czaplewski & Simmons, 2019) was
used to constrain the Mormoops megalophylla + Pteronotus rubiginosus clade (lognormal prior,
mean = 31, standard deviation = 0.01, offset = 0.1). The Miocene Noctilio lacrimaelunaris
(Czaplewski 1996) was used to calibrate the split between Nocitlio albiventris and N. leporinus

(lognormal prior, mean = 3 standard deviation = 0.5, offset = 1).

The Birth Death Model was chosen as the tree diversification prior. We ran two MCMC
chains for 30,000,000 generations each, sampling at every 3000 generations. The tree files
obtained were combined with the help of Logcombiner v. 1.8.3. We cautionary did the exercise
of excluding and including the sample from Parand, Southern Brazil (AMBO1) specifically of
the analyzes to generate the resulting dated tree, because this is a unique record for this locality.
For our discussion we only considered the dated resulting tree without the southern Brazil
representative of Furipterus, until we can collect more samples also because when performing
the analysis including this southern Brazilian individual we recovered a very ancient
divergence-time for Furipterus (~30 Myr) and that needs more corroboration with collection

locality sample replicates.
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Species delimitation

We tested for putative species lineages based on the combined dataset (Cytochrome b +
COI) using the Multi-rate Poisson Tree Process (mPTP) algorithm as implemented in Kapli et
al. (2017), and using a tree estimated in MrBayes based onunique haplotypes (58 terminals).
To infer the support of the delimitation we performed MCMC analysis with 1,000,000

generations.

RESULTS

Population Analyses

We identified 27 haplotypes within F. horrens populations considering the Cytochorme
b marker, and 25 haplotypes considering the COI marker, distributed in six groups, with little
haplotype sharing between localities. The list of haplotypes for each marker is presented in the
Supplementary Information (Table S2) and the haplotype network is represented in the Figure
1.

The haplotype A (color blue in the figure 1) is a single individual from southern Atlantic
Forest, an area arranged in mosaic with limestone karst. The haplotype group B is formed by
haplotypes from the Eastern Amazonian Forest, from the Guiana forests, and from the
Southeastern Brazil mosaics of semideciduous forests, caatinga and limestone karst. The
haplogroup C is from Eastern South America, Northeastern Brazil mosaics of Caatinga and
limestone karst, the haplogroups D and E are from the lower-middle Xingu River rock outcrops
from the Eastern Brazilian Amazon, where the river margins are populated with Amazonian
Forest and arenitic formations, and the haplogroup F comes from the iron-rich caves in

savannah like formations (cangas) from Eastern Amazonian forests.

The haplogroups C, D and F form a cluster considering the Cytochrome B data and the
haplogroups C and F form a cluster considering the Cytochrome oxidase (COI) data. One
haplotype (VCT 5708) comes from a close location to those of haplogroup F, and it is more
closely related to the “forested” haplotypes from group B; this haplotype is from northern, tall

forests of the Carajas mosaic, and the animal was captured in a mist-net out in the forest. The
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haplogroups D and E are from close localities in the Xingu River but are set apart according to

the network analysis of haplotypes (Fig. 1).

The haplotype network for Cytochorme b lacks a central haplotype and the hypothetical
haplotype generated as a mean vector is shared by clusters D, E and F. The high accumulation
of mutations observed in the individual from southern Brazil (Haplotype A) places it as the
most divergent in all analysis. The clusters B and F had the highest haplotype diversity. In
contrast, group C had the lowest values of haplotype diversity with five individuals sharing two

haplotypes (Table 4).

FST wvalues estimated for each group indicate significant differences between
populations (Table 5). All the parameters point to a populational structure for the lineages
recovered and Fu's negative results for the Carajds populations suggest a demographic
expansion. Parameter estimates were limited by to the low number of individusals in each
lineage but overall suggest a distribution for the lineages similar to as we recovered by our
phylogenetic tree (Figs. 2 and 3; tables 5, 6, and 7). The outputs from the molecular variance
analyses (AMOVA) demonstrate a higher variation between groups (Cyt b 52%, COI 69%)
than within groups (Cyt b 14%, COI 22%). Mantel tests shows weak correlations between the
geographic and genetic distance in these populations (1=0.55; p>0.05).

Phylogenetic analysis and Time-divergence estimations

Best-fitting models of sequence evolution of each gene and partitions are summarized
in Table 2. Bayesian inference recovered six fully supported lineages of F. horrens (Fig. 2),
each lineage with similar contents as the resulting haplogroups recovered in the population
analyzes (Fig. 2 and tables). Lineage A is a single individual from southern South America,
clade B is formed by individuals from the Eastern Amazon, the Guianas and Southeastern
Brazil, clade C is composed by individuals from a lower medium Xingu River series, and the
clade D by individuals from northeastern Brazil and, E by another lower medium Xingu river
series and F includes individuals from the Carajds mosaic in southeastern Amazonia (Figs. 2

and 3).

The clades C, D and F form a cluster considering the Cytochrome B data and the
haplogroups C and F form a cluster considering the Cytochrome oxidase (COI) data. One
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haplotype (VCT 5708) comes from a close location to those of haplogroup F, and it is more
closely related to the “forested” haplotypes from group B; this haplotype is from northern, tall
forests of the Carajas mosaic, and the animal was captured in a mist-net out in the forest. The
haplogroups D and E are from close localities in the Xingu River but are set apart according to

the network analysis of haplotypes (Fig. 1).

Clade B has representatives demonstrating a widespread distribution in South America
and it is sister to an unnamed clade containing Eastern South American clades C, D, E, and F.
Within this E South America clade, the clade C, containing individuals from the rock outcrops
of the Xingu River, is sister to a large clade a triade of clades apparently more closely related
among them, with representatives of this same location (rock outcroups of Xingu River), from
the Carajas mosaic (Eastern Amazonia iron caves) and from limestone caves of Northeastern

Brazil.

The genetic distance between the clades of Furipterus varied from 1.6% (clade E vs.
clade F) to 19% (clade A vs. clade C) for Cyt b, and 1.2% (clade E vs. clade F) to 22% (clade
A vs. clade E) for COI (Table 3). It should be highlighted that the divergence between the
sympatric lineages from the lower-medium Xingu river (clades C and E) was 8.5% for Cyt b
and 10.2% for COI. The genetic distance within the lineages varied from 0.1 % (clade C) to 2.9
% (clade B) for Cyt b, and 0.1 % (clade C) to 2.1% (clade B) for COI (Table 3).

Our clock analysis (Fig. 2) estimated an ancient divergence for Furipterus in the middle
Miocene, at 12.6 Myr, and the first internal divergence in the taxa was estimated to occur in the

late Miocene, at 8.6 Myr (Fig. 2).

Species delimitation

The mPTP species delimitation tests pointed to eight putative species from the data set
suggesting a possible species complex contained in the taxon currently recognized as Furipterus
horrens (Fig. 2). These putative species correspond to the six clades obtained in the
phylogenetic analysis with the addition of two lineages splited from the clades B and D (Fig.
2).
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DISCUSSION

Our populational, evolutionary and species limits analyses of Furipterus (Furipteridae)
representatives from several localities along the original distribution of Furipterus horrens
shows that this species, as currently known is a composite of at least six lineages, and with four
of them well separated and much divergent. This includes the lineage represented by a single
individual from southearn South America, the widespread clade including individuals from
Atlantic, Amazon forests and the caatinga, and a series from the lower medium rio Xingu and
a Eastern Amazon/Northeastern Brazil clade. The high divergences between four lineages
exceeds by far the thresholds suggested by Bradley & Baker (2001) for intraspecific variation

of mammals.

The population analyses pointed out to well-structured populations with low haplotypes
sharing along the South American distribution of F. horrens nearly corresponding to the clades
obtained in our phylogenetic tree. Clare et al. (2011) showed relatively high within population
variation divergences within Furipterus populations from Guyana (2.5 — 4.6 %).The fixation
rates suggest low gene flow between the populations analyzed with values compatible with
isolation between the lineages, except for the Eastern Amazon populations a including series of
individuals from the lower-middle Xingu river and from the Carajds mosaic, in southeastern
Amazonia. Nonetheless the largely sampled Amazonian populations of Furipterus had
relatively high haplotype diversity and increasing sampling overall may unreveal a more

comprehensive map of haplotype diversity (Smith and Klica 2013, Hung et al. 2016).

Fu's neutrality test output may indicate population expansions of the Eastern Amazonian
populations (Pritchard et al. 2000, Wakeley 2003, Wakeley 2009). This pattern of recent
expansion has been suggested for other bat species widely distributed in the Neotropics such as
Carollia perspicillata (Pavan et al. 2011), Noctilio leporinus (Pavan et al. 2013) and
Glossophaga soricina (Dias et al. 2017, Hoffman & Baker 2001).

Recurrently, more recent studies considering a broader sampling of individuals and
molecular data from most of the distributional range of taxa have helped to uncover divergent
Neotropical bat taxa with similar morphologies (e.g. Martins et al. 2007; Lopes et al. 2009;
Larsen et al. 2010; Azevedo 2013; Ferreira et al. 2014; Pavan et al., 2016; Dias et al. 2017;
Moras et al. 2018). Part of this variation shown by genetic data has been tested by re-

examination of morphological evidence, as in the case of molossids (Medina et al. 2014,
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Gregorin et al. 2016, Moras et al. 2016, Loureiro et al. 2018, Moras et al. 2018), natalids
(Tejedor 2011) and for several phyllostomid bats (e.g., Velazco & Paterson 2008, Velazco et
al. 2010, Tavares et al. 2022, Velazco & Lim 2014) and resulted in revisionary taxonomy
including considerably genus content changes and shifts in the understanding of diversification
patterns. We have herein gathered evidence to genetic structuring, considering the Eastern
Brazilian Furipterus and strong evidence pointing to a complex of species for the genus
Furipterus. As the lineages superficially appear morphologically similar, our findings, , could
up front be characterized as “cryptic” diversity, a relatively common phenomenon among
Metazoa that should not be negligentiated (Trontelj & Fiser 2010) but this needs a further

comprehensive morphological examination.

The middle Miocene time-divergence found for Furipterus supports a South American
origin for Furipteridae and a colonization and perhaps initial diversification at its Pacific slope
during the Miocene, prior to the uplift of a substantial part of the Andean chains (Arroyo-
Cabrales, 2019). A first, upper Miocene split appears to have occurred between the oldest
represented clade, which is a complex of lineages overall associated to open landscapes in
mosaic with specific kinds of roosting sites (iron-rich cangas and iron caves, savannah-like
caatingas and limestone caves and riverbed outcrops in clear water riverbeds) from the lineages
associated to predominantly forested habitats and limestone caves widely distributed (Guiana,

the Southeastern Atlantic Forest and caatinga mosaics, and the Eastern Amazonian forests).

Bats from the sister genus Amorphochilus occur mostly in open spaces, in deserts of the
West South American pacific coast, although there are some records in forests, and occupy
culverts and caves (Arroyo-Cabrales, 2019). Roosting modes and roost distribution appears to
be a crucial element to understanding the evolution of the genus Furipterus and likely, of the
family and for that reason understanding the evolutionary tree of Furipteridae, including
Amorphochilus, appears to be key. Based on our analyzes and dated tree, which is the first
attempt to understand the time and patterns of diversification of Furipterus, in the currently
known habits of Furipterus and in the herein mapped distribution of lineages, we hypothesize
that Furipterus expanded its populations in the past across open landscapes and drylands, and
secondarily occupied forested environments. Those “forest” lineages may perhaps have
developed strategies to occupy alternative available roosts other than rocks and caves, such as
fallen tree trunks as currently described in the literature (Simmons and Voss, 1998; Arroyo-

Cabrales, 2019).
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Apparently, there are no physical barriers isolating the sympatric and highly divergent
populations located on the banks of the Xingu river. As suggested by our time-divergence
analysis there have been at least two distinct patterns of colonization between lineages
throughout recent history of this taxon. The lower Medium Xingu clade C emerged from the
first internal split around 8 Myr, in the late Miocene and the lower Medium Xingu clade E
diverged only recently, in the Pleistocene. The hypothesis that these two lineages may

correspond to unrecognized, sympatric species is stressed out and should be further tested

Thumbless bats are aerial insectivorous and fly close to the ground to cath insects,
especially moths during flight (Kalko et al. 1996; Fenton et al. 1999). Scarce information is
available on the flight movements of Neotropical bats (Trevelin et al. 2013). Due to the small
body size of Furipterus we could assume the use of small areas and more restricted foraging
behavior, closer to day shelters and its surroundings (Adams & Pedersen 2000, Norberg 1995,
Norberg & Rayner 1987) also considering that ecological constraints are particularly expensive
in terms of energetic costs for small bats (Lewis 1995). Surprisingly for Furipterus horrens
recent data on space and habitat use indicating that this bat uses considerable large areas in
savannah-like environments (canga) in Carajas, Eastern Amazonia (Tavares et al. subm.). These
data indicate that Furipterus may be able to endure larger distances per night over open spaces,
although it is unclear why. The ability to fly over longer distances could facilitate the historical
maintainance of genetic flux in Furipterus metapopulations as observed in the populations

represented by the larger clades “B” and “C”+ “D” + “E”.

The spatial distribution of the genetic diversity of bat populations of species is be
correlated to their dispersal abilities and limited by the landscape configuration e.g. by habitat
fragmentation (Meyer & Kalko 2008, Ripperger et al. 2013, Ripperger et al. 2015). Future
studies including nuclear markers can be helpful to further testing reciprocal monofiletism
(Centeno-Cuadros et al. 2019, Edwards & Beerli 2000, Pavan et al. 2016, Martins et al. 2009)
and other markers such as genomic SNPs for studies of population dynamics and social
organization, such as to test hypotheses of philopatry (Edwards & Beerli 2000, Dufresnes et al.
2023) as females tend to be philopatric in many mammalian species as some bat species such
as Myotis sodalis, Myotis nattereri, Pipistrellus pipistrellus and others (Kerth et al. 2002, Kurta
et al. 2002, Rivers et al. 2005).

A priori cryptic species have been often detected in bats based the analyzes of the

mitochondrial markers COI and Cytochrome B, which remain as excellent primary sources to
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build testable hypotheses of diversification for Neotropical bats. The use of integrative
taxonomy to test these hypotheses has helped to unite evidence and understand this diversity
(De Thoisy et al. 2014; Pavan and Marroig 2016; Loureiro et al. 2018; Lim et al. 2020). Our
results showed that F. horrens is a mosaic of highly divergent populations that likely contains
more than one species that remained virtually overlooked for over two centuries. Revisions
including Central American populations and the addition of morphological and other molecular
datasets is welcome to help further untangling the hidden taxonomic and populational diversity

of Furipterus.

Furipterus horrens has been listed as vulnerable to extinction in Brazil under the C2a(i)
criterium of IUCN, based on rough estimates of proportions of mature individuals/population
(ICMBio 2023). According to our field observations and collections over the last decades,
pressures over populations of Furipterus are particularly high over the Lower Medium Xingu
unique populations that occupy rocky outcrops (clade C), an area impacted by the Belo Monte
dam. Overall, we suggest that impacts over limestone and iron ore caves used by Furipterus
populations as well as the impacts to their surroundings need to be understood and constantly
monitored. The status as one of the rarest neotropical bat, for Furipterus horrens (Handley
1976, Uieda et al. 1980) has at least partially been prior set due to the limitations of capture
methods and has been challenged by our rocky roosts’ surveys that uncovered large populations

occupying caves and river rocky outcrops (Tavares et al. 2012, Arroyo-Cabrales 2019).

The larger populations of Furipterus we found are those from southeastern mosaics of
iron canga caves and forests, where studies have been conducted to monitor and help conserving
this species, which has been considered a model cave species in the Eastern Amazonian Carajas
mosaics. On the other hand, virtually anything is known about Furipterus biology in limestone

systems in the Atlantic forests and Caatinga systems from southeastern and northeastern Brazil.

The description of new species or elucidation of unrecognized diversity in
phenotypically similar bats has changed the conservation status for several species (e.g. Tejedor
2011, for Natalus, Tavares et al. 2014 for Vampyressa). Species with previous wide
distributions, when separated into previously unrecognized species usually become more
restricted geographically (e.g. Tejedor et al. 2005) which naturally requires a conservation status
re-evaluation. Other than focusing on species’ taxonomic status only the evaluation of the
“conservation unit” represented by the species or one or more of its populations, and for that

the consideration of multiple data is important (Allendorf 2022). Gene erosion events have been
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identified for populations of Uroderma bilobatum and Carollia perspicillata due to isolation of

populations from forest fragmentation events (Meyer & Kalko 2008, Ripperger et al. 2009).

In the 1990°s E. Trajano already advocated about the importance of protecting caves for
the conservation of several bat species especially those dependent on rocky environments as
shelters (Trajano, 1995). Unfortunately, in Brazil less than 10% of karstic areas are under
protection and as far as we known there are no protection laws for the biodiversity of rocky
outcrops of clear water rivers. Caves and rock outcrops seem to be intrinsically associated with
the subsistence of Furipterus populations at least as far as its South American distribution is
concerned, and it is necessary to understand the use of different rocky shelter types as

conservation constraints for this taxon, and likely for others.
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Table 1. Primers used for amplification and/ or sequencing of Furipterus horrens.

Length
Gene Primers Sequence (5°-3) Reference
(bp)
Cvih L14121 GACTAATGACATGAAAAATCA 1140 Redondo et al.
t
Y H15318 TATTCCCTTTGCCGGTTTACAAGACC (2008)
Smith and
MVZ4 GCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTC
Patton, 1993
Cyth 610
Redondo et al.
L14881 GACATAATTCCATTCCACCCCTAC
(2008)
Lara-Ruiz et
COX-L2 TGTCTTTAGATTTACAGTCTAATGC
al. (2008)
COI 1300
Sorenson,
H8121 GGGCAGCCRTGRATTCAYTC
2003
Folmer et al.
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 1994
COI 657
Lara-Ruiz et
COXIH ACTTCAGGGTGTCCGAAGAATCA

al. (2008)
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Table 2. Dataset characteristics and best-fitting models of nucleotide substitution.

Dataset  Terminals Base Invariant Parsimony Selected  models/
pairs/ sites informative partition
characters sites

COI1 54 657 451 128

Cyth 45 1140 701 262

mtDNA 60 1797 1152 390 K80 + T + G for

Ist COI, HKY + 1
for 2nd and
3rd COI; K80 + I +
G for 1st Cyt b,
HKY + I for 2nd _
Cyt b, HKY + G for
3rd Cytbh
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Table 3. Average Kimura 2-parameter distances (%) between the clades of F. horrens based on
Cyt b and COI markers.

Cytb 1 2 3 4 5 6

1 Clade A -

2 Clade B 0.188  0.029

3 Clade C 0.190  0.094  0.001

4 Clade D 0.178  0.098  0.079  0.012

5 Clade E 0.186  0.105  0.085  0.037  0.003

6 Clade F 0.189  0.103  0.080  0.036  0.016  0.003
COI 1 2 3 4 5 6

1 Clade A -

2 Clade B 0.194  0.021

3 Clade C 0.196  0.142  0.001

4 Clade D 0.203  0.150  0.085  0.018

5 Clade E 0.219  0.154  0.102  0.042  0.001

6 Clade F 0.210  0.154  0.096 0.035 0.012  0.004
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Table 4. Populational parameter estimates for the markers Cytochorme b and COI from
Furipterus horrens populations. Groups named as in the clades recovered and network
analyses). N = number of individuals sampled, H = number of haplotypes, S = number of
polymorphic sites, Hd = haplotypic diversity, © = nucleotide diversity, H = haplotypes, K=
average number of pairwise differences.

Parameters Clade B Clade C CladeD CladeE CladeF

N 4 4 5 5 23

S 37 6 31 3 113

T 0.026 0.002 0.011 0.001 0.011
Cyth

H 4 3 4 2 12

Hd 1.000 0.833 0.900 0.400 0.920

K 19.167 3.000 12.600 1.200 12.039

N 11 4 4 5 24

S 41 1 14 1 8

T 0.018 0.001 0.010 0.001 0.004

H 9 2 4 2 7
Ccol

Hd 0.960 0.500 1.000 0.400 0.797

K 9.730 0.050 7.667 0.400 2.140
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Table 5. Fst values considering Cytochrome b (Cytb) and COI, separately of Furipterus
horrens, with significant values in bold. Upper diagonal corresponds to the geographical
distance in kilometers.

Clade B CladeC CladeD CladeE Clade F
CladeB * 278 1438 353 0.844
Clade C  0.832 * 0.776 50 0.516
Cyth  CladeD 0.787 1374 * 1301 0.688
Clade E  0.841 0.976 0.911 * 0.875
Clade F 653 423 1200 348 *
Clade B * 278 1438 353 0.926
CladeC  0.878 * 0.776 50 0.682
COl  (CladeD 0.846 1374 * 1301 0.800
CladeE  0.874 0.989 0.907 * 0.955
CladeF 653 423 1200 348 *
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Table 6. Tests of neutrality for combined mitochondrial data. N = number of samples, D=
Tajima neutrality test, P significance, Ne expected number of alleles, Fs, Fu’s neutrality test.

Clade B Clade C Clade F
N 13 4 27
Tajima's D D 0 0 0.164
P 1 1 0.595
Ne 1 1 6.163
Fu's FS FS 0 -0.824 -26.867
P 1 1 0.01
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Table 7. Analysis of Molecular Variance (AMOVA) including haplotypes of populations of
Furipterus horrens using and Cyt b and COI data.

AMOVA Variation source DF Variation (%) P-values
Cytbh Between groups 5 52.04 P<0.0001
Within groups 37 14.72 P<0.0001
FST 0.852
FSC 0.692
FCT 0.520
COlI Between groups 5 69.20 P<0.0001
Within groups 43 22.71 P<0.0001
FST 0.919
FSC 0.737

FCT 0.692
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Figure 1. Haplotype network from cytochrome oxidase (COI) and cytochrome b (Cyt b) for
Furipterus horrens. A (pink), single individual from southern South America; cluster B (ink
blue), Eastern and Southeastern South America and the Guianas; cluster C (yellow), Eastern
Amazonia at the lower-middle Xingu River; cluster D (dark green), Eastern Brazil; cluster E
(brown), Eastern Amazonia at the lower-middle Xingu River as in C, and cluster F (light green)

Eastern Amazonia.
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Figure 2. Evolutionary tree derived from the genus Furipterus (Furipteridae) lineage
relationships. Lineages recovered are illustrated as colored clades in the tree, and as
distributional points in the map, to the right. This final tree is derived from fully supported
Bayesian trees generated with 1797 base pairs of the concatenated mtDNA markers COI and
Cytochrome b. Clade A, single individual from southern Atlantic forest, mosaic with limestone
karst; clade B, Eastern Amazonian Forest, Guiana forests, Southeastern Brazil caatinga in
mosaic with semideciduous forests and limestone karst; clade C, lower-middle Xingu river rock
outcrops, river margin with forest and arenitic formations, Eastern Brazil; clade D, Eastern
Brazil mosaic of Caatinga, forests and limestone caves; clade E, lower-middle Xingu river rock
outcrops as in C) and clade F, iron-rich caves in savannah like formations (cangas) from Eastern
Amazonian mosaic with Amazonian forests, Para state, Brazil.
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Figure 3. Dated evolutionary tree of lineages within genus Furipterus (Furipteridae) and
estimated divergence times, using a lognormal relaxed molecular clock. The ultrametric tree
was derived from Bayesian inference analyses of 1797 base pairs of mitochondrial DNA with
two independent fossil calibrations, the Oligocene mormoopid Koopmanycteris
paleomormoops and the Miocene noctilionid Noctilio lacrimaelunaris. The color-coding
vertical bars indicate clades recovered by the phylogeny (to the left) and groups recovered by
the mPTP species limits tests (to the right).



SUPPLEMENTARY INFORMATION

63

Table S 1. Catalog/tissue, locality, coordinates and genbank numbers for the sequences used in
this study. Sequences gathered directly from Genbank are marked with an asterisk on the tissue

number.
Genbank
Coordinates accession
1 .
Voucher Clade" Locality number
Taxon Longitud Latitud Cytb COI
F. horrens ~ AMB-01/
DZUP- A Brazil: Gruta do 25°13' 49°12'
CCMZ Baetacava, PR 55.80"S 27.32"W
2185
F. horrens Brazil: FLONA Rio
CTA- 18°21" 39°
B Preto, Conceigdo da
2013* 20.67"S 50'01.02"W
Barra, ES
F. horrens  AMC 135/ . Brazil: Serra Sul, 06° 23" 50° 20
VCT FLONA Carajas, PA 46.43"S 26.99"W
F. horrens  AMC 136/ . Brazil: Serra Sul, 06° 23" 50° 20'
VCT FLONA Carajas, PA 46.43"S 26.99"W
F. horrens  AMC 146/ . Brazil: Serra Sul, 06° 23" 50° 20
VCT FLONA Carajas, PA 46.43"S 26.99"W
F. horrens  AMC 158/ . Brazil: Serra Sul, 06° 20" 50° 24
VCT FLONA Carajas, PA 42.16"S 3531"W
F. horrens  AMC 167/ . Brazil: Serra Sul, 06° 21" 50° 23"
VCT FLONA Carajas, PA 47.24"S 03.41"W
F. horrens  AMC 195/ . Brazil: Serra Sul, 06° 21" 50° 23"
VCT FLONA Carajas, PA 42.96"S 11.98"W
F. horrens  AMC 198/ . Brazil: Serra Sul, 06° 21" 50° 23
VCT FLONA Carajas, PA 42.96"S 11.98"W
F. horrens  AMC 272/ . Brazil: Serra Norte, 06° 01" 50° 16'
VCT FLONA Carajas, PA 52.67"S 20.23"W
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Genbank
Coordinates accession
1 .
Voucher Clade' Locality number
Taxon Longitud Latitud Cytb COI
F. horrens  AMC 274/ . Brazil: Serra Norte, 06° 01" 50° 16'
VCT FLONA Carajas, PA 52.67"S 20.23"W
F. horrens  AMC 279/ . Brazil: Serra Norte, 06° 01" 50° 16'
VCT FLONA Carajas, PA 52.67"S 20.23"W
F. horrens  AMC 297/ . Brazil: Serra Norte, 06° 01" 50° 18'
VCT FLONA Carajas, PA 16.40"S 05.09"W
F. horrens  AMC 300/ . Brazil: Serra Norte, 06° 01' 50° 18'
VCT FLONA Carajas, PA 16.40"S 05.09"W
F. horrens  AMC 353/ . Brazil: Serra Norte, 06° 02' 50° 16'
VCT FLONA Carajas, PA 34.17'S 32.37"W
F. horrens  AMC 357/ . Brazil: Serra Norte, 06° 03' 50° 1
VCT FLONA Carajas, PA 59.18"S 21.95"W
F. horrens  VCT 6311/
Brazil: Serra Norte, 06° 05" 50° 1
MPEG F
FLONA Carajas, PA 22.37"S 42.03"W
40956
F. horrens  VCT 6315/ . Brazil: Serra Norte, 06° 05" 50° 1
VCT FLONA Carajas, PA 22.37"S 42.03"W
F. horrens  VCT 6212/
Brazil: Serra Norte, 06° 05" 50° 11
MPEG F
FLONA Carajas, PA 22.37"S 42.03"W
40781
F. horrens  VCT 6309/
Brazil: Serra Norte, 06° 05" 50° 1
MPEG F
FLONA Carajas, PA 22.37"S 42.03"W
40954
F. horrens Brazil: Serra da
BOC 532/ 06° 18" 49° 54
F Bocaina, n FLONA
VCT 38.19"S 40.97"W

Carajas, PA



65

Genbank
Coordinates accession
1 .
Voucher Clade' Locality number
Taxon Longitud Latitud Cytb COI
F. horrens Brazil: Serra da
BOC 563/ 06° 16' 49° 55'
F Bocaina, = FLONA
VCT ] 33.99"S 05.60"W
Carajas, PA
F. horrens Brazil: Serra da
BOC 350/ 06° 18" 49° 53"
F Bocaina,  FLONA
VCT ) 04.20"S 09.53"W
Carajas, PA
F. horrens Brazil: Serra da
BOC 398/ 06° 18' 49° 53'
F Bocaina, @ FLONA
VCT ) 47.75"S 33.62"W
Carajas, PA
F. horrens Brazil: Serra da
BOC 400/ 06° 18' 49° 53'
F Bocaina, ¥ FLONA
VCT ) 47.75'S 33.62"W
Carajas, PA
F. horrens Brazil: Serra da
BOC 498/ 06° 18' 49° 53'
F Bocaina, n FLONA
VCT ) 03.15"S 08.30"W
Carajas, PA
F. horrens Brazil: Serra da
BOC 600/ 06° 16' 49° 55'
F Bocaina, n FLONA
VCT ) 51.64"S 38.75"W
Carajas, PA
F. horrens Brazil: Serra da
BOC 608/ 06° 16' 49° 55'
F Bocaina, = FLONA
VCT ) 51.64"S 38.75"W
Carajas, PA
F. horrens Brazil: RESEX
RSTA-89/ . 02° 25" 54° 44
Tapajés, Santarém,
UFOPA 06.95"S 19.15"W
PA
F. horrens ~ UHSA 53/ B Brazil: Laranjal do 00° 51" 52° 28'
IEPA1864 Jari, AP 24.97"S 39.52"W
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Genbank
Coordinates accession
1 .
Voucher Clade' Locality number
Taxon Longitud Latitud Cytb COI
F. horrens ~ UHSA 64/ Brazil: Laranjal do 00° 51" 52° 28'
IEPA1875 Jari, AP 24.97"S 39.52"W
F. horrens Brazil: Xingu River, 03° 15" 52° 13'
VCT 1582 E
PA 53.46"S 01.67"W
F. horrens Brazil: Xingu River, 03° 15" 52° 13'
VCT 1583 E
PA 53.46"S 01.67"W
F. horrens Brazil: Xingu River, 03° 15" 52° 13'
VCT 1584 E
PA 53.46"S 01.67"W
F. horrens Brazil: Cachoeira do
03° 15" 52° 13'
VCT 1739 C Espelho, Xingu
53.46"S 01.67"W
River, PA
F. horrens Brazil: Cachoeira do
03° 39" 52° 22
VCT 1794 C Espelho, Xingu
02.81"S 46.45"W
River, PA
F. horrens Brazil: Cachoeira do
) 03° 39" 52° 22
VCT 1796 C Espelho, Xingu
02.81"S 46.45"W
River, PA
F. horrens Brazil: Cachoeira do
) 03° 39" 52° 22!
VCT 1797 C Espelho, Xingu
02.81"S 46.45"W
River, PA
F. horrens Brazil: Cachoeira do
) 03° 39" 52° 22
VCT 1799 C Espelho, Xingu
02.81"S 46.45"W
River, PA
F. horrens Brazil: Cachoeira do
03° 39" 52° 22
VCT 1800 C Espelho, Xingu
02.81"S 46.45"W

River, PA
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Genbank
Coordinates accession
1 .
Voucher Clade' Locality number
Taxon Longitud Latitud Cytb COI
F. horrens Brazil: Serra Leste, 05° 59" 50° 29'
VCT 5708 B )
FLONA Carajas, PA 16.62"S 53.05"W
F. horrens Brazil: Vitéria do 03° 07" 51° 45'
BMC 1376 E
Xingu, Altamira, PA 49.87"S 45.48"W
F. horrens Brazil: Lapa dos
CA 1089/ B Ossos, PARNA 15° 05' 44° 15
UFLA Cavernas do 12.45"S 49.30"W
Peruacu, MG
F. horrens  1X01315/ b Brazil: Joao Camara, 05° 34" 35° 59'
UFPE RN 11.58"S 14.31"W
F. horrens PR 21/ b Brazil: Santa 04° 41" 39° 44'
UFPB Quitéria, CE 17.00"S 56.30"W
F. horrens PR 61/ D Brazil: Santa 04° 41" 39° 44"
UFPB Quitéria, CE 17.00"S 56.30"W
F. horrens PR 01/ D Brazil: Santa 04° 41" 39° 44"
UFPB Quitéria, CE 17.00"S 56.30"W
F. horrens PR 22/ D Brazil: Santa 04° 41" 39° 44"
UFPB Quitéria, CE 17.00"S 56.30"W
F. horrens PR 50/ D Brazil: Santa 04° 41" 39° 44
UFPB Quitéria, CE 17.00"S 56.30"W
F. horrens  X00115/ Brazil: Jodo Camara, 05° 34" 35° 59'
UFPE RN 11.58"S 14.31"W
F. horrens  ROM1040 Ecuador: Yasuni 01° 11" 75° 43'
58* National Park, Napo 34.24"S 26.14"W
F. horrens  AMCCI109 Ecuador: Yasuni 01° 11" 75° 43'
523* National Park, Napo 34.24"S 26.14"W



68

Genbank
Coordinates accession
1 .
Voucher Clade' Locality number
Taxon Longitud Latitud Cytb COI
F. horrens  LR-2701/ Brazil:  Oriximina, 01° 48' 55° 49'
UFOPA PA 11.93"S 52.52"W
F. horrens  ROM1002 B Guyana: East 04° 06' 57° 24
02* Berbice-Corentyne  24.49"N 53.78"W
F. horrens  ROM1175 04° 51" 56° 39'
B Suriname: Sipaliwini
83* 50.90"N 37.37"W
F. horrens Guyana: Iwokrama
ROM1197 02° 33" 58° 56'
B forest, Potaro-
89%* ) _ 50.93"N  47.23"W
Siparuni
F. horrens  ROMI1176 04° 51" 56° 39
B Suriname: Sipaliwini
22% 50.90"N 37.37"W
F. horrens Guyana: Upper
ROM9810 02° 47" 58° 43'
B Takutu-Upper
8* 11.01"N 34.01"W

Essequibo

1 Clade numbers according to the phylogenetic results (see Fig.XX)



Table S 2. List of haplotypes from Furipterus horrens. For localities see table S1.
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Haplotypes

Cyth COI1

Hap1: AMC 135, AMC 136 Hap1: AMCI35, AMCI136, AMCI4e6,
AMCI195

Hap 2: AMC 146, AMC 195, BOC Hap2: AMCIS5S8

600, BOC 608

Hap 3: AMC 158 Hap3: AMC 167, BOC 350, BOC 400, BOC
600, BOC 608, VCT 6309, VCT 6315

Hap4: AMC 272, AMC 300 Hap 4: AMC 274, AMC 353, BOC 398, BOC
498, BOC 532, BOC 563, VCT 6212,
VCT 6311

Hap5: AMC?274 Hap5: AMC279

Hap 6: AMC 297 Hap 6: AMC 297, AMC 300

Hap 7: AMC 353, BOC 398, BOC Hap7: AMC 357

498, VCT 6212, VCT 6311

Hap 8: BOC 350, BOC 400 Hap 8: CA1089, UHSAS3

Hap9: BOC 532, BOC 563 Hap9: CTA-2013

Hap 10: VCT 5708 Hap 10: LR 2710, ROM117622

Hap 11: VCT 6309 Hap 11: ROMI100202

Hap 12: VCT 6315 Hap 12: ROM104058

Hap 13: AMCC109523 Hap 13: ROMI117583

Hap 14: LR 2710 Hap 14: ROMI119789

Hap 15: RSTA 89 Hap 15: RSTA 89

Hap 16: UHSA 53 Hap 16: UHSA 64
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Haplotypes

Cytb COl

Hap 17: UHSA 64 Hap 17: 1X01315

Hap 18: PR 01, PR 50 Hap 18: PR 21

Hap 19: PR 21 Hap 19: PR 61

Hap 20: PR 22 Hap 20: XO00115

Hap 21: PR 61 Hap 21: AMB 01

Hap 22: AMB 01 Hap 22: BMC 1376

Hap 23: BMC 1376 Hap 23: VCT 1582, VCT 1583, VCT 1584

Hap 24: VCT 1582, VCT 1584 Hap 24: VCT 1794

Hap 25: VCT 1583 Hap 25: VCT 1796, VCT 1797, VCT 1799,
VCT 1800

Hap 26: VCT 1739

Hap 27: VCT 1796, VCT 1797,

VCT 1799, VCT 1800
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CAPITULO II

Filogenia molecular do género Natalus (Chiroptera, Natalidae) baseada em
DNA mitocondrial, variacdes populacionais em N. macrourus e implicacoes

para a conservaqﬁo.

RESUMO

Natalidae ¢ uma familia de morcegos insetivoros de tamanho pequeno, com olhos diminutos e
asas largas, exclusivamente cavernicolas e distribui¢do neotropical, incluindo representantes na
Ameéricas do Sul e Central, no Caribe e nas Antilhas. Espécies de morcegos exclusivamente
cavernicolas com ampla distribuicao territorial representam potenciais testes de hipoteses de
populagdes estruturadas com diferentes graus de intercAmbio genético ou mesmo complexos de
espécies. Pouco se sabe sobre a variagdo molecular dentro do género Natalus e a revisao mais
recente ndo incluiu dados moleculares da espécie distribuida na América do Sul, Natalus
macrourus, que ocorre em grande parte do territorio brasileiro. Os objetivos desse trabalho sao
revisitar as relagdes evolutivas dentro género, com base em dados inéditos de marcadores
mitocondriais € em amostragens geograficas amplas, revisar o status da espécie N. macrourus,
que ocorre ao sul do rio Amazonas e cuja maior parte da distribui¢do esta no Brasil e testar a
hipotese de estruturagdo de suas populacdes, devido a associagdo aos ambientes carsticos.
Andlises de Inferéncia Bayesiana dos dados moleculares suportam a monofilia de N.
macrourus, com o posicionamento de N. major como grupo irmao dos demais Natalus. Natalus
tumidirostris foi recuperado como parafilético e N. s. saturatus como sindnimo de N.
mexicanus, conforme sugerido em estudos morfologicos anteriores. O género Chilonatalus foi
recuperado como irmao dos demais Natalus, com valores de divergéncias compativeis com as
de um género distinto. Natalus stramineus agrupou-se com N. tumidirostris de Trinidade e da
Venezuela. As avaliacdes populacionais de Natalus macrourus indicaram moderada
estruturagcdo populacional, com hapldtipos compartilhados entre localidades distantes. Os
valores de divergéncia genética, populacionais e a filogenia foram compativeis em corroborar,
a priori, a ocorréncia de uma unica espécie para o Brasil, sem isolamento entre as populagdes

amostradas.

Palavras-chave: DNAmit, morcegos cavernicolas, estruturagdo populacional
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ABSTRACT

The family Natalidae is comprised by Neotropical insectivorous bats of a small size, diminute
eyes and broad wings. Natalids are exclusively cave dwelling species, and include living
representatives in South and Central America, in the Caribbean and in the Lesser Antilles. Bat
species associated to the karst occupying large extensions but with their occurrence strongly
associated to the disjunct distribution of the karstic conglomerates represent potential
hypotheses of structured populations, with varied patterns of genetic interchange or of putative
species complexes. Little is known about the molecular variation within the genus Natalus and
the most recent revision of the genus has not included molecular data of the widespread Natalus

macrourus, which occurs in South America and in a large part of the Brazilian territory.

The goals of the present study include revisiting the evolutionary relationships within the genus
using mitochondrial markers and with a broad geographic coverage, and revise the status of the
species N. macrourus, which occurs to the South of Orinoco river in South America and have
most part of its distribution contained within Brazil, and test for population structure of lineages
recovered in the analyses. Analyses of Bayesian Inference support monophyly of N. macrourus,
with the placement of N. major as sister taxon of the other species of Natalus. Natalus
tumidirostris was recovered as paraphyletic and Natalus s. saturatus as synonymous of N.
mexicanus as suggested in previous studies with morphological data. The genus Chilonatalus
was recovered as sister to Natalus with large genetic divergence values compatible with genus
differentiation within Natalidae. Natalus stramineus formed a paraphyletic assemblage with N.
tumidirostris from Trinidad and Venezuela. The populational evaluations of Natalus macrourus
indicated a moderate populational structure with some shared haplotypes between
geographically distant localities. The values of genetic divergence, the phylogenetic and
populational analyzes concurred to corroborate the occurrence of a single species within Brazil

that appear not to have isolated spatially populations.

Keywords: DNAmit, cave-dwelling bats, populational structure
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INTRODUCAO

Com o aprimoramento e disponibilidade das ferramentas estatisticas e analises
moleculares, a biodiversidade dos morcegos tem se elevado substancialmente, contando com
numeros atuais de 2100 espécies (Burgin et al. 2018, Simmons 2005), sendo 250 téxons
acrescidos ao total nas ultimas décadas. Revisdes de familias e géneros revelaram elevada
variagdo intraespecifica, especialmente em espécies com ampla distribuicao territorial, como
observados para Cynomops (Moras et al. 2016), Platyrrhinus (Velazco & Patterson 2008,
Velazco & Lim 2014), Sturnira (Velazco & Patterson 2013, 2014) e Artibeus (Larsen et al.
2007, Redondo et al. 2008). Com a facilitagdo de custos e acesso ao material genético, novos
padroes de diversidade criptica e delimitagdo de espécies foram evidenciados, permitindo assim
avaliar a estruturagdo genética populacional (Smith & Klica 2013, Centeno-Cuadros et al.
2019), eventos vicariantes e hibridizacdes (Bradley & Baker 2001, Centeno-Cuadros et al.
2019).

A filogeografia teve seu inicio nos anos 2000, utilizando dados genéticos para inferir
padrdoes e processos que governam o surgimento de linhagens genéticas, incluindo a
identificacdo de estruturacdes e quebras genéticas em populagdes de uma ou mais espécies
(Avise 2000, Edwards & Beerli 2000, Smith & Klica 2013). Para os morcegos, devido as
caracteristicas de capacidade de voo e relagdes sociais dentro das colonias, sdo importantes
modelos para estudos filogeograficos (Altringham 2011, Centeno-Cuadros et al. 2019, Jones &
Purvis 1997, Neuweiller 2000, Thoisy et al. 2014). Estudos filogeograficos utilizando morcegos
apresentam padrdes diversificados de estruturagdo, apontando desde baixa estruturagao
populacional (Ditchfield 2000) até forte estruturacao (Ferreira et al. 2013, Lopes et al. 2009),
revelando inclusive diversidade criptica para espécies, como Desmodus rotundus (Martins et
al. 2009), Artibeus obscurus, Artibeus jamaicensis (Larsen et al. 2007, Redondo et al. 2008) e
Carollia brevicauda (Pavan et al. 2011).

A familia Natalidae ¢ composta por morcegos com ocorréncia restrita a regiao
neotropical, incluindo representantes fosseis e viventes, estando mais proximamente
relacionados as familias Molossidae e Vespertilionidae (Amador et al. 2018, Teeling et al.
2005). O numero de géneros reconhecidos para a familia variou historicamente desde um tinico
género (Natalus) até quatro géneros distintos, Natalus, Phodotes, Chilonatalus e Nyctielus

(Arroyo-Cabrales et al. 1997, Davalos 2005, Morgan & Czaplewsky 2003, Tejedor 2007,
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Tejedor 2011). Até duas décadas atrés, grande parte da diversidade dos natalideos estava
grandemente subestimada, em especial pela alta similaridade morfologica observada dentro dos
taxons inseridos na familia (Ottenwalder & Genoways 1982, Tejedor 2011). Morgan e
Czaplewski (2003) revisaram o género e descreveram a espécie fossil Primonatalus prattae,
revalidando também os géneros Chilonatalus e Nyctiellus, arranjo esse que foi corroborado por

estudos com marcadores moleculares e caracteres morfoldgicos (Davalos 2005, Tejedor 2011).

Natalus sao morcegos insetivoros, com orelhas em formato de funil e pequeno tamanho
corporal (antebrago 27- 45 mm) com asas largas, cauda e pernas longas, olhos pequenos e
inconspicuos, com pelagem longa e lanosa, cranio globular e rostro alongado (Gardner, 2008,
Tejedor 2007, Tejedor 2011) (Figura 4). O género esta distribuido desde o norte do México
(Baixa California), na América Central, amplamente distribuido em diversas ilhas, incluindo as
Antilhas, Bahamas e Caribe e, na América do Sul, com registros na Coldombia, Guianas, Brasil,

Bolivia e Paraguai (Gardner 2008, Morgan & Czaplewski 2003, Tejedor 2007— Figura 5).

Figura 4. Individuo de Natalus macrourus (VCT 2662): cranio em vista dorsal e lateral. Escala:
10mm (A) (foto: P. Pilatti), individuo capturado na FLONA Carajas (B) (foto: V. Tavares).

Miller (1907) listou trés espécies para o género Natalus (N. stramineus, N. mexicanus €
N. major). Dalquest (1950), Goodwin (1959), Hall (1981) e Koopman (1994) consideraram
apenas um unico género (Natalus), com as demais espécies inseridas em subgéneros (Natalus,
Chilonatalus e Nyctiellus). Simmons (2005), por sua vez, considerou cada subgénero como um
género pleno e listou cinco espécies de Natalus (N. stramineus, N. major, N. jamaicensis, N.
primus € N. tumidirostris). Por fim, Tejedor (2007, 2011) com base em dados morfologicos,
reconheceu quatro géneros (Natalus, Chilonatalus, Nyctiellus e Primonalatus), com Natalus
apresentando oito espécies (N. stramineus, N. major, N. jamaicensis, N. primus, N.
tumidirostris, N. espiritosantensis, N. mexicanus € N. lanatus). Posteriormente, em estudos com

as duas espécies registradas para o México, observou-se que nao ha divergéncia filogenética e
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molecular entre N. lanatus e N. mexicanus (Lopez-Wilchis et al. 2012), sugerindo-se a

sinonimiza¢ao de ambas.

Os estudos filogenéticos da familia Natalidae, realizados até o momento, consideraram
pouca ou nenhuma amostragem em territério brasileiro, ndo havendo dados moleculares
disponiveis, até o momento para Natalus macrourus brasileiros (Davalos 2005, Tejedor 2007,
Tejedor 2011), sendo que o Brasil abrange grande parte da distribuicdo de Natalus macrourus.
O posicionamento de N. macrourus dentro da familia o coloca na base dos clados contendo N.
stramineus ¢ N. tumidirostris, quando considerados os caracteres morfologicos e moleculares
(Tejedor 2007) e apresenta-se como grupo irmao de N. tumidirostris (Tejedor 2011)

considerando apenas caracteres morfologicos para o género (Figura 6).

Natalus macrourus (Gervais, 1856) espécie do género com ocorréncia para a América
do sul abaixo do rio Amazonas, abrangendo grande parte do territorio brasileiro, foi
inicialmente descrito como Myotis espiritosantensis (Ruschi, 1951), posteriormente
sinonimizado com Natalus stramineus Gray, 1838, tdxon que apresentava ampla distribui¢ao,
incluindo as Antilhas Menores, México e América do Sul (Gardner 2008). Tejedor (2011) na
mais recente revisao da familia Natalidae, subdividiu N. stramineus em trés taxons distintos,
restringindo a ocorréncia de N. mexicanus ao México, Belize, Costa Rica, El Salvador,
Guatemala, Honduras, Nicardgua e Panama, N. stramineus restrito as Antilhas menores
(Anguilla, Antigua e Barbuda, Dominica, Guadalupe, Martinica, Montserrat e Sdo Cristovao e
Nevis) e N. espiritosantensis (Ruschi, 1951) distribuido abaixo do Rio Amazonas, na América
do Sul (Tejedor 2011). Garbino & Tejedor (2013) reconheceram que N. espiritosantensis

(Ruschi, 1951) trata-se de um sindnimo-junior de N. macrourus (Gervais, 1856).
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Figura 5. Distribui¢cdo do género Natalus na América do Sul (Fonte: [UCN 2018, Rocha et al.
2013, Delgado-Jaramillo et al. 2018).
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Figura 6. Filogenias prévias da familia Natalidae. Adaptado de Dévalos 2005 (A) e adaptado
de Tejedor 2007 (B).
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No Brasil, ha registros de Natalus macrourus para os diversos biomas brasileiros,
incluindo os ambientes amazonicos (Mok et al. 1982, Taddei & Uieda 2001, Tavares et al. 2012,
Tavares et al. 2017, Trajano & Moreira 1991, Zortéa et al. 2015), em areas mais secas, como
ambientes de Caatinga e Cerrado (Delgado-Jaramillo et al. 2018, Esbérard et al. 2005, Feijéo &
Langguth 2011, Feijé & Rocha 2017, Gregorin & Mendes 1999, Novaes & Laurindo 2014,
Rocha et al. 2013, Sbragia & Cardoso 2008, Taddei & Uieda 2001, Tavares et al. 2010, Tejedor
2011, Trajano & Gimenez 1998, Willig 1983) e também em areas de Mata Atlantica (Esbérard
et al. 2010, Ruschi 1951, Taddei & Uieda 2001, Tejedor 2011).

A espécie ¢ exclusivamente cavernicola, com todos os seus registros associados as
cavidades (Delgado-Jaramillo et al. 2018, Guimaraes & Ferreira 2015, Rocha et al. 2013,
Taddei & Uieda 2001, Tejedor 2011). Apesar de apresentar ampla ocorréncia na América do
Sul, ¢ considerada rara ao longo de sua distribuicdo, com registros escassos € usualmente
associados a determinadas cavernas (Guimaraes & Ferreira 2015, Rocha et al. 2013, Tavares et
al. 2012) sendo raramente registradas através de capturas por meio de redes de neblina fora, ou
longe desse tipo de abrigo (Rocha et al. 2013, Tavares et al. 2012). Natalus macrourus organiza-
se em colonias que variam em tamanho, de acordo com a literatura, de cinco a 100 individuos
(Guimaraes & Ferreira 2015, Rocha et al. 2013). Estudos em andamento apontam que, para a

espécie, apenas 43,2% dos registros publicados, em territério brasileiro estdo inseridas em
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Unidades de Conservagao de ambito estadual ou federal e, excluindo-se os dados referentes as

Areas de Preservagio Ambiental (APAs), o valor reduz para 29,7% (Martins et al. In Litt.).

Atualmente, Natalus macrourus consta como vulneravel na lista nacional (MMA 2014,
MMA 2018), de acordo com o critério A3c, devido ao fato de suas populagdes correrem o risco
de serem reduzidas, por conta de sua associacdo com os ambientes cavernicolas e a pressao que
tais ambientes vém sofrendo (MMA 2018). Pouco se conhece sobre a biologia de Natalus e a
sua capacidade de dispersao, sendo o estudo populacional dessa espécie ameacada de extingao,
aliada a avaliacdo do seu status taxondmico de extrema relevancia para compreensao de como

as populagoes estdo distribuidas e quais areas sdo prioritarias para conservacao da espécie.

Os ambientes carsticos no Brasil estdo distribuidos esparsamente ao longo do territorio,
formando aglomerados de cavidades em 4reas com maior potencial (de acordo com a litologia
do terreno) cercados por grandes extensoes de areas sem afloramentos rochosos (CECAV 2013).
A espacializagdo da ocorréncia das cavidades ao longo do pais pode estar associada a
distribui¢des disjuntas de populacdes de morcegos que dependem exclusivamente de tais
ambientes como abrigo diurno, como hipoteticamente ¢ o caso de Natalus macrourus.
Ocorréncias de espécies de morcegos essencialmente cavernicolas ocupando grandes
extensoes, aliadas as distribuicdes disjuntas das dareas carsticas, representam, portanto,
potenciais testes de hipoteses de (1) populagdes estruturadas com diferentes graus de
intercambio genético (2) potenciais complexos de espécies (Tavares et al. in litt.). De posse
dessas informacdes, os objetivos desse trabalho incluem revisitar a filogenia molecular de
Natalidae, com base em dados inéditos de marcadores mitocondriais, incluindo uma
amostragem geografica ampla e com énfase nos espécimes ocorrentes no Brasil e testar o status
da espécie N. macrourus e de suas populagdes de forma a subsidiar agdes de conservacao e

manejo para a espécie.
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MATERIAIS E METODOS

Material Analisado

Foram obtidas amostras de DNA de 98 individuos de 44 localidades, sendo dez dessas
em territorio brasileiro. A amostragem incluiu individuos distribuidos conforme a Figura 7. As
amostras incluem individuos de areas céarsticas inseridas em litologias ferriferas (areas de
itabiritos e canga), litologias siliciclasticas e litologia carbondticas, Tabela 8). Eumops
auripendulus (Shaw, 1800) foi incluido como grupo externo, de acordo com as filogenias mais
recentes (Amador et al. 2018, Dévalos 2005, Tejedor 2011). As amostras obtidas foram
fornecidas pelas institui¢des: Instituto Nacional de Pesquisas na Amazdnia, Manaus, Brasil
(INPA); Colegdo da Universidade Federal de Lavras, Lavras, Brasil (CMUFLA); Centro de
Coleg¢oes Taxondmicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil (CCT-
UFMG); Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil (MZUSP);
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN), Universidade Federal de Pernambuco, Pernambuco, Brasil (UFPE), Universidade
Federal do Para (UFPA) e Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA).
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Figura 7. Mapa de distribuicdo das amostras analisadas nesse estudo. Em vermelho estdo as
sequencias produzidas e em verde as sequencias obtidas via Genbank.



Tabela 8. Lista de amostras utilizadas, localiza¢do e marcadores sequenciados.

Amostra Espécie Localidade Pais Cytb COI1 Fonte
Cmic_DR_at158 C. micropus Barahona Republica Dominicana 1140 Esse estudo
Cmic_ DR at188 C. micropus Samana Republica Dominicana 1140 Esse estudo

Chilo_21 C.macer Guanahacabibes Cuba 1140 Esse estudo
Cmac_CU_Gua C.macer Guanahacabibes Cuba 1140 Esse estudo
Cmac_CU_Maj C.macer Galaléon Cuba 1140 Esse estudo

ST372509 N. macrourus Serra do Tarzan, Carajas Brasil 611 Esse estudo

ST562519 N. macrourus Serra do Tarzan, Carajas Brasil 1091 615 Esse estudo

ST562522 N. macrourus Serra do Tarzan, Carajas Brasil 1086 608 Esse estudo

AMCO2 N. macrourus Carajas Brasil 1135 616 Esse estudo

AMC565 N. macrourus Carajas Brasil 1122 580 Esse estudo

VCT1736W N. macrourus Carajas Brasil 502 650 Esse estudo
VCT6251 N. macrourus Carajas Brasil 502 645 Esse estudo
AGFC11 N. macrourus Montividiu, Goias Brasil 1076 456 Esse estudo

IAS119 N. macrourus Chapada Diamantina Brasil 647 Esse estudo
1AS120 N. macrourus Chapada Diamantina Brasil 651 Esse estudo
IAS121 N. macrourus Chapada Diamantina Brasil 502 Esse estudo
TAS123 N. macrourus Chapada Diamantina Brasil 502 636 Esse estudo
IAS124 N. macrourus Chapada Diamantina Brasil 502 648 Esse estudo

PMP174 N. macrourus Gruta Olhos D’agua, Peruagu Brasil 502 654 Esse estudo




Amostra Espécie Localidade Pais Cytb COI1 Fonte
MB2293 N. macrourus Rio G Norte Brasil 502 Esse estudo
TE06 N. macrourus Rio Madeira, Rondonia Brasil 502 595 Esse estudo
PR169 N. macrourus Gruta do Fumaca Sergipe Brasil 1119 567 Esse estudo
PR170 N. macrourus Gruta do Fumaca Sergipe Brasil 1122 591 Esse estudo
PR171 N. macrourus Gruta do Fumaca Sergipe Brasil 1092 587 Esse estudo
PR172 N. macrourus Gruta do Fumaca Sergipe Brasil 1120 569 Esse estudo
PR173 N. macrourus Gruta do Fumaca Sergipe Brasil 1120 591 Esse estudo
PR174 N. macrourus Gruta do Fumaca Sergipe Brasil 1120 565 Esse estudo
BMC1451 N. macrourus Altamira, Xingu Brasil 1076 523 Esse estudo
VCT1811 N. macrourus Xingu Brasil 502 616 Esse estudo
VCT1812 N. macrourus Xingu Brasil 502 463 Esse estudo
VCT1813 N. macrourus Xingu Brasil 502 562 Esse estudo
VCT2402 N. macrourus Xingu Brasil 611 Esse estudo
VCT2662 N. macrourus Xingu Brasil 1085 622 Esse estudo
VCT3491 N. macrourus Xingu Brasil 502 Esse estudo
NmajROM125378 N. major Cueva la Chepa Republica Dominicana 657 Genbank
Nmex_STDosd11 N. mexicanus Michoacan, Meéxico 1140 Esse estudo
Nsmexhap1l N. mexicanus Juxtlahuaca Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap2 N. mexicanus Juxtlahuaca Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap3 N. mexicanus Juxtlahuaca México 500 Genbank
Nsmexhap4 N. mexicanus Etzatlan Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap5 N. mexicanus Etzatlan México 500 Genbank




&3

Amostra Espécie Localidade Pais Cytb COI1 Fonte
Nsmexhap6 N. mexicanus Rosario México 500 Genbank
Nsmexhap7 N. mexicanus Pescadero México 500 Genbank
Nsmexhap8 N. mexicanus Pescadero México 500 Genbank
Nsmexhap9 N. mexicanus Troncones México 500 Genbank
Nsmexhap10 N. mexicanus Troncones México 500 Genbank
Nsmexhapl1 N. mexicanus Tuxtla Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap12 N. mexicanus Tuxtla Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap13 N. mexicanus San Sebastian México 500 Genbank
Nsmexhap14 N. mexicanus San Sebastian Meéxico 500 Genbank
Nsmexhapl5 N. mexicanus San Sebastian México 500 Genbank
Nsmexhap16 N. mexicanus San Sebastian México 500 Genbank
Nsmexhap17 N. mexicanus San Sebastian México 500 Genbank
Nsmexhap18 N. mexicanus Cantaro Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap19 N. mexicanus Cantaro Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap20 N. mexicanus Cantaro Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap21 N. mexicanus Cantaro Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap22 N. mexicanus Cantaro Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap23 N. mexicanus Cantaro Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap24 N. mexicanus Santiago Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap25 N. mexicanus Santiago Meéxico 500 Genbank
Nsmexhap26 N. mexicanus Cardona México 500 Genbank
Nsmexhap27 N. mexicanus Cardona México 500 Genbank




Amostra Espécie Localidade Pais Cytb COI1 Fonte
NsatROM112172 N. saturatus Rivas Nicaragua 1140 657 Genbank
NsAVB08032725 N. mexicanus Campeche México 406 Genbank

NsROM95708 N. mexicanus Campeche México 657 Genbank
NsROM97440 N. mexicanus Quintana Roo México 657 Genbank
NsROM97441 N. mexicanus Quintana Roo México 657 Genbank
NsROM97442 N. mexicanus Quintana Roo México 657 Genbank
NsROM97443 N. mexicanus Quintana Roo México 657 Genbank
NsROM97444 N. mexicanus Quintana Roo México 657 Genbank
NsROM97445 N. mexicanus Quintana Roo México 657 Genbank
NsROM97518 N. mexicanus Quintana Roo México 657 Genbank
NsROM97519 N. mexicanus Quintana Roo México 657 Genbank
NsROMY99652 N. stramineus El Progreso Guatemala 657 Genbank
Nstra_Sb_117119 N. stramineus Saba Antilhas Holandesas 628 Genbank
Nstra_Sb_117622 N. stramineus Saba Antilhas Holandesas 1140 Genbank
Ntum_AY621008 N. tumidirostris Tamana Cave Trinidade 1140 Genbank
Ntum_CO_Z_at88 N. tumidirostris Sucre Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE_at103 N. tumidirostris La Chara Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE_at106 N. tumidirostris La Chara Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE_at108 N. tumidirostris La Chara Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE_at113 N. tumidirostris Paraguana Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE_at115 N. tumidirostris Yacaral Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE_at132 N. tumidirostris Lagunita Venezuela 1140 Esse estudo
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Amostra Espécie Localidade Pais Cytb COI1 Fonte
Ntum_VE_at133 N. tumidirostris Lagunita Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE_at133 N. tumidirostris Lagunita Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE_at136 N. tumidirostris Lagunita Venezuela 1140 Esse estudo

Ntum_VE_pl N. tumidirostris Paraguana Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE_ p3 N. tumidirostris Paraguana Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE_t2z2 N. tumidirostris Yacaral Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE z1 N. tumidirostris La Chara Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_VE 73 N. tumidirostris Yacaral Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_ZU VE tl11 N. tumidirostris Zulia Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_ZU VE t2 N. tumidirostris Zulia Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_ZU VE 3 N. tumidirostris Zulia Venezuela 1140 Esse estudo
Ntum_ZU VE t4 N. tumidirostris Zulia Venezuela 1140 Esse estudo
NtumROM119143 N. tumidirostris Upper Takutu Guiana 657 Genbank
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Obtencao dos dados
Extracdo, amplificagdo e sequenciamento de DNA

A extracao de DNA das amostras foi realizada utilizando kits de extragdo DNeasy®
extraction kits (Qiagen®). Todas as amplificagdes foram obtidas em reagdes contendo entre 40-
60 ng de DNA, 1.5 U de Platinum Taq (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 19 Platinum Taq PCR
buffer, 1.5 mM MgCl, 200 IM dNTPs set (Invitrogen) e 0.3 pL de cada primer. Os protocolos
de amplificacdo e sequenciamento de DNA estiveram de acordo com Moras (2015) e Tejedor
(2007), utilizando os primers descritos na Tabela 9, ajustando a temperatura de anelamento para

50°C. Todas as sequéncias produzidas serdo depositadas no Genbank.

Tabela 9. Primers utilizados para amplificagdo e sequenciamento das espécies do género

Chilonatalus e Natalus, tamanho da sequéncia de DNA gerada.

Gene  Primers Sequéncia (5'-3") Comprimento Referencia
bp
Cytb L14121 GACTAATGACATGAAAAAT 1140 Redondo et al.
CA 2008
Cytb HI15318 TATTCCCTTTGCCGGTTTAC 1140 Redondo et al.
AAGACC 2008
Cytb MVZ4 GCAGCCCCTCAGAATGATA 610 Smith & Patton
TTTGTCCTC 1993
Cytb L14881 GACATAATTCCATTCCACC 610 Redondo et al.
CCTAC 2008
COlI COX- TGTCTTTAGATTTACAGTCT 1300 Lara-Ruiz et al.
L2 AATGC 2008
COlI H8121 GGGCAGCCRTGRATTCAYT 1300 Sorenson 2003
C
COl LCO14 GGTCAACAAATCATAAAGA 657 Folmer et al.
90 TATTGG 1994
COI COXIH ACTTCAGGGTGTCCGAAGA 657 Lara-Ruiz et al.

ATCA 2008




87

A qualidade de todas as sequencias produzidas foi checada por meio dos softwares
Geneious 8.1.6 (www.geneious.com) e DNA Baser Sequence Assembler v4 (Heracle BioSoft
2013). As sequencias obtidas foram alinhadas utilizando o algoritmo Muscle (Edgar 2004)
implementado no MEGA 7.0 (Kumar et al. 2016) e checada quanto a sua tradugao.

Analises
Andlises filogenéticas

Para obter os modelos de evolugdo melhor ajustados aos dados, incluindo parti¢des por
codon foi utilizado o software Partition Finder 1.1.1 (Lanfear et al. 2012), utilizando o critério
de informacao bayesiana (BIC). As andlises foram realizadas com os dados de cada marcador
em separado (Cyt B e COI) e concatenando os dois marcadores. As sequéncias foram

concatenadas utilizando-se o software Mesquite 3.6 (Maddison & Maddison, 2018).

As analises de inferéncia bayesiana (IB) para estimar as relagdes filogenéticas foram
feitas utilizando o software MrBayes 3.2.3 (Huelsenbeck & Ronquist 2001) conforme
implementado na plataforma CIPRES (Miller, Pffeifer & Schwartz 2010). Quatro cadeias
Markov simultaneas foram analisadas por 20 milhdes de geragdes, com arvores amostradas a
cada 200 delas, sendo os primeiros 10% descartadas como burn-in. O nimero de geragdes
necessarias para a corrida e para o burn-in foram determinadas apds andlise do InL (log-

likelihood) no software Tracer 1.6 (Rambaut e Drummond, 2007).
Limites interespecificos

Para testar limites interespecificos foi empregado uma derivagdo (multi-rate, mPTP) do
método PTP, “Poisson Tree Process” utilizado para inferir espécies putativas levando-se em
conta o input de uma arvore filogenética sem a necessidade de arvores ultramétricas (Zang et
al. 2013). O teste mPTP também promove uma analise da diversidade genética a partir da
histéria evolutiva, mas foi considerado mais preciso com relagcdo a definicdo taxondmica de

espécies (Kapli et al. 2017).
Variacao Genética, Populacional e Filogeografia

Para estimar as distancias genéticas intraespecificas entre os clados recuperados nas
analises filogenéticas, para cada gene separadamente, foi utilizado o modelo Kimura 2-

parametros (K2P, Kimura 1980), que considera as probabilidades diferentes das taxas de
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transicdes e transversdes nas sequéncias analisadas, conforme implementado no software

MEGA?7.0 (Tamura et al. 2013).

As analises populacionais também foram conduzidas para cada marcador avaliado, por
meio do software Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). As redes de haplotipos foram
geradas a partir do algoritmo de median joining (Bandelt et al. 1999), e elaboradas no software

Haplotype viewer (Ewing 2016).
Os seguintes parametros populacionais foram aferidos:

Tamanho amostral (N) niimero de individuos de cada grupo (e.g. clados recuperados

na filogenia);

Numero de haplétipos (H), nimero de individuos de uma mesma populagdo com

sequéncias de DNA diferentes entre eles;

Diversidade haplotipica, Hd, probabilidade de que, dadas duas sequéncias, essas sejam

diferentes em uma populagio;
Numero de sitios polimérficos, S, variagdes nas posi¢cdes de mutacdes;

Diversidade nucleotidica, 7, nimero médio de diferengas de nucleotideos por sitio

entre sequéncias ¢;
Média de diferencas nucleotidicas (mutacdes) par a par, K.

Para estimar a diversidade molecular utilizando parametros de genética de populagdes
foram ainda calculados os valores de FST e para testar a neutralidade (auséncia de selegdo e
informagdes sobre expansdo e retragdo populacional) foram feitos o teste D de Tajima (1989)

e o F de Fu (1997) conforme implementados no programa DNAsp (Librado & Rozas 2009).

Finalmente, testes exatos e analises de varidncia molecular (AMOVA, Excoffier &
Lischer 2010) foram elaborados para avaliar estruturagdo genética em Natalus macrourus, a
partir dos grupos recuperados pelas analises filogenéticas e populacionais, ambos realizados no
software Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer 2010). As andlises espaciais da variancia molecular
foram produzidas através do software SAMOVA 1.0 (Dupanloup et al. 2002). Para avaliar a

variacdo genética com relagdo as distancias geograficas foram realizados testes de Mantel por
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meio de estimativa do algoritmo de Monmonier conforme implementado no software Alleles

in Space (Miller 2005).

As Analises Bayesianas de Estruturacao Populacional (Bayesian Analysis of Genetic
Population Structure) foram realizadas por meio do software BAPS 4.14 (Corander et al. 2007).
Nesta analise, o nimero de grupos ¢ definido usando-se um algoritmo que estima a distribui¢ao
das frequéncias alélicas de todas as populacdes em teste. Populagdes homogéneas sao
agrupadas a cada analise, sendo feitas novas distribui¢des usando populagdes combinadas até

encontrar a particdo ideal (Corander et al. 2007).

RESULTADOS

Analises filogenéticas

Como a distribuicdo dos dados foi distinta para cada marcador apresento uma breve
analise dos resultados obtidos por marcador ¢ depois por meio das analises concatenadas. De
modo geral, diferentes espécies de Natalus, conforme atualmente reconhecidas, estdo
distribuidas parafileticamente ao longo da arvore, ora dispersas ao longo dos clados, ora

formando clados de baixo suporte.

Os resultados obtidos a partir dos dados de Cyt B apontam as espécies de Chilonatalus
como grupos irmaos do género Natalus, sendo C. macer taxon-irmao de C. micropus, que &,
por sua vez, irmdo de Natalus. As espécies de Natalus, conforme atualmente reconhecidas,
estdo distribuidas em dois grandes clados com baixo suporte: os N. mexicanus e um clado
incluindo espécimes atribuidos a N. macrourus, N. stramineus € N. tumidirostris (clado 02,
Figura 8). Um individuo de N. macrourus, coletado em Rondonia ramifica-se em separado de
individuos e agrupamentos de N. tumidirostris, N. stramineus ¢ N. macrourus (clados 03-06,
Figura 8). N. tumidirostris € parafilético de acordo com os dados e analises, dividindo-se em
um clado contendo individuos de diferentes localidades da Venezuela e outro clado, incluindo
individuos de N. tumidirostris de Sucre, Venezuela e um de Trinidade € N. stramineus de Saba,
nas Antilhas menores (clado 06, Figura 8). Dentro de Natalus macrourus, observou-se um clado
unindo espécimes do nordeste (Sergipe, clado 07, Figura 8) como grupo irmao dos demais M.

macrourus (clado 08, Figura 8).
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Os dados de Citocromo oxidase (COI) colocam Natalus major (endémico de Espanhola)
na base de um grande clado praticamente sem suporte de Natalus que se bifurca em um clado
contendo N. mexicanus € N. s. saturatus (sindnimo de N. mexicanus, Tejedor 2011), e no clado
irmao contendo N. tumidirostris da Guiana como taxon irmao de Natalus macrourus (clado 13,
Figura 8). O individuo de N. macrourus de Rondonia é o ramo sucessivo a N. tumidirostris da
Guiana, sendo irmao de um grande clado que inclui todos N. macrourus brasileiros restantes
(clado 14, Figura 8). Os macrourus estao organizados de forma similar ao que foi recuperado
de acordo com as analises de Cyt B (a excecdo do ramo de Rondonia): um clado do NE

brasileiro (Sergipe) e os demais individuos agrupados (clado 17, Figura 8).

Na arvore combinada (Figura 9), aparece a relagdo de Chilonatalus como grupo irmao
de Natalus, refletindo os resultados obtidos para a arvore produzida a partir da analise do
citocromo B. Da mesma forma, N. major ¢ irmdo dos demais Natalus, conforme aparece na
arvore resultante a partir da andlise de COI, uma vez que somente obtivemos dados de COI
dessa espécie. Natalus, a excecdo de N. major, forma um grande clado efémero, sem suporte
(0.55). Dentro desse clado, mexicanus, stramineus € saturatus se encontram dispersos € sem
definicdo em termos de topologia, constituindo, de modo geral, uma politomia, com algumas
excegOes - nesses casos, a topologia ¢ similar aos resultados obtidos com os marcadores
separados: forma-se o clado com um individuo de tumidirostris de Sucre, Venezuela e um de
Trinidade e de N. stramineus de Saba, nas Antilhas menores, como na arvore baseada nos dados
de citocromo B; o ramo do individuo de macrourus de Rondonia € irmdo de todos os demais
macrourus, conforme recuperado pelos dados de COI. Os demais macrourus estao organizados
formando um clado de Sergipe, um pequeno clado com um individuo de Sergipe e um individuo
do Rio Grande do Norte e um grande clado contendo individuos do baixo-médio Xingu, da
Chapada Diamantina (Bahia) e do Vale do Peruacu, no norte de Minas Gerais, Sudeste

brasileiro.
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Figura 8. Filogenia da familia Natalidae e grupo externo inferida a partir de analises Bayesianas de 1140pb para Cyt B (A) e 657pb de COL.
Numeros na base representam valores de probabilidade posterior (PP) e nimeros ap6s os taxa terminais indicam, a saber: (1) Chilonatalus macer,
Chilonatalus micropus (2) N. mexicanus (3) N. macrourus (RO), (4) N. tumidirostris Venezuela (5) N. tumidirostris Trinidade e Venezuela (6) N.
stramineus (7) N. macrourus Nordeste brasileiro, (8)N. macrourus FLONA Carajas- Para, Altamira-Para, Peruagu-MG, Chapada Diamantina-BA,
Montividiu, GO, (9) N. major, (10) N. mexicanus, (11) N. stramineus Guatemala, (12) N. saturatus Nicardgua, (13) N. tumidirostris (14) N.

macrourus (RO), (15) N. stramineus Nordeste brasileiro, (16) N. stramineus Nordeste brasileiro e (17) N. macrourus, demais localidades.



92

r N. macrourus_GO_BR
N. macrourus_CKS_BR

0,86 -4 N. macrourus_Xingu_BR
N. macrourus_Cdi_BR

 N. macrourus_Cdi_BR 8
M N. macrourus_Cdi_BR
[ N. macrourus_Per_BR
0.99 N. macrourus_CKS_BR
I~ N. macrourus_CKS_BR
N. macrourus_CKSi_BR
N. macrourus_CKS_BR

0,97

0,55 —4 N. macrourus_NE_BR
N. macrourus_NE_BR

N. macrourus_RO_BR
N. stramineus_SABA
0,77 |—— N. stramineus_SABA

_IN. tumidirostris_TR
N. tumidirostris_Sucre_VE
 N. tumidirostris_VE
— N. tumidirostris_VE
N. tumidirostris_VE
N. tumidirostris_VE
0,55 N. tumidirostris_VE
_4 N. tumldirostris_VE
N. tumidirostris_VE
N. tumidirostris_VE 5
F N. tumidirostris_VE
N. tumidirostris_VE
N. tumidirostris_VE
RN tumidirostris_vE
— N. tumidirostris_GUI
—QN. mexicanus
NsatROM112172
_[N5ROM99652

N. mexicanus

N. mexicanus
N. mexicanus
N. mexicanus
N. mexicanus
N.

N. mexicanus
N. mexicanus
N. mexicanus
N. mexicanus
0,60 t\l mexicanus

. mexicanus

0,99

N. mexicanus

N. mexicanus

0,67

N. mexicanus
'~ N. major_RD | 3
C. micropus_RD | 2
Q C. macer_CUBA |

A
E. auripendulu

Figura 9. Filogenia da familia Natalidae e grupo externo inferido a partir de analises Bayesianas
baseada em 1797 loci mitocondriais. Numeros a esquerda da arvore representam valores de
probabilidade posterior (PP) e a direita os clados (1) Chilonatalus macer, Cuba (2) Chilonatalus
micropus, Republica Dominicana (3) Natalus major, Republica Dominicana (4) Natalus
mexicanus, (5) Natalus tumidirostris, Venezuela (6) Natalus tumidirostris, Trinidade e Sucre,
Venezuela (7) Natalus stramineus, Saba (8) Natalus macrourus, Brasil.
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O género Chilonatalus divergiu de Natalus em cerca de 12% em termos do Cit B. Os
testes de divergéncia genética entre as espécies de Natalus conforme a taxonomia corrente
apontam valores moderados a baixos de diferenciagcdo para ambos os marcadores mitocondriais,
entre 2 e 4% para citocromo B e entre 1 e 5% para o COlL Dentro de Natalus as menores
divergéncias foram observadas entre N. mexicanus e N. s. saturatus (COI 1%) e N. stramineus
e N. tumidirostris (Cyt B 2% e COI 3%) e as maiores divergéncias foram, para o Cyt B e o COI,
cerca de 4% entre os pares de N. mexicanus e as outras duas espécies continentais (macrourus
e tumidirostris) € entre mexicanus € stramineus € somente para o COI entre a espécie endémica

da ilha de Espanhola (Republica Dominica e Haiti) (N. major) e macrourus (5%) (Tabela 10).

Tabela 10. Valores de divergéncia genética considerando os marcadores Citocromo B e COI
entre espécies conforme a taxonomia corrente e de acordo com Kimura 2P. Linhagens:
Outgroup (Eumops auripendulus), Chilo: Chilonatalus micropus; Nmac: Natalus macrourus;
Nmex: N.mexicanus,; Nstr; N. stramineus, Ntum: N. tumidirostris.

Citocromo B Out Chilo Nmac Nmex Nstr Ntum
Outgroup *

Chilo 0,20 *

Nmac 0,21 0,12 *

Nmex 0,2 0,12 0,04 *

Nstra 0,19 0,12 0,03 0,04 *

Ntum 0,20 0,12 0,03 0,04 0,02 *

COl Out Nmac Nmaj Nsat Nstr Ntum
Outgroup *

Nmac 0,22 *

Nmaj 0,21 0,05 *

Nsat 0,21 0,04 0,04 *

Nmex** 0,21 0,04 0,04 0,01 *

Ntum 0,23 0,04 0,04 0,03 0,03 *

** As sequéncias estdo identificadas juntos ao Genbank como pertencentes a Natalus
stramineus, mas sdo provavelmente individuos de N. mexicanus, tendo sido depositadas
previamente a revisdo do género que restringiu N. stramineus as Antilhas menores (Tejedor
2011).

Os testes de delimitagdo de espécies recuperam as espécies do género Chilonatalus,
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Natalus major e N. mexicanus como distintas e N. stramineus, N. s. saturatus € N. tumidirostris

como parte de uma mesma espécie, exceto pelo espécime de Rondonia de Natalus macrourus

que aparece como uma espécie diferente (Figura 10). Os agrupamentos gerados pelo teste de

delimitagdo se repetiram nas analises populacionais realizadas (apresentadas no préximo

topico).
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Figura 10. Resultados dos testes mPTP para delimitacdo de espécies a partir dos dados
concatenados de COI e CitB, para os géneros Chilonatalus e Natalus.
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Analises Populacionais

Para Natalus macrourus foram identificados 13 haplétipos do gene citocromo B e 15
haplétipos do marcador citocromo oxidase. A listagem dos hapldtipos de cada marcador estd na
Tabela 11 e as redes haplotipicas estdo representadas nas Figura 12 e Figura 13. Em sua maioria
os haplotipos sdo Unicos e apenas um hapldtipo citocromo b (Hap 1, Goids+Carajas) foi
compartilhado entre localidades (Tabela 11). A listagem de haplotipos identificada para cada
individuo (Tabela 11) aponta compartilhamento entre localidades distintas para Citocromo B,
Hap 1 (Goias e Carajas) e para o Citocromo Oxidase os hapldtipos Hap 4 e Hap 6 (Chapada

Diamantina e Carajas).

Tabela 11. Lista dos espécimes de Natalus macrourus e respectivos haplétipos identificados.

Haplotipos
Citocromo B COI
Hap 1: AGFCI11, AMC02, AMC565 Hap 1: AGFCI11
Hap 2: BMCI1451, VCT2662 Hap 2: AMCO02, AMCS565, ST372509
Hap 3: [ASI21, 1AS123,1AS124 Hap 3: BMCl1451
Hap 4: PMPI174 Hap 4: [AS119, VCT1736W, VCT6251
Hap 5: PR169,PR174 Hap S: TASI20
Hap 6: PR170, PR171, PR173 Hap 6: [AS123,1AS124, ST562522
Hap 7: PR172 Hap 7: MB2293, PR172
Hap 8: ST562519 Hap 8: PMP174
Hap 9: ST562522 Hap 9: PRI169
Hap 10: TEO06 Hap 10: PR170, PR171, PR173
Hap 11: VCTI1736W Hap 11: PR174
Hap 12: VCTI1811, VCT1812, Hap 12: ST562519
VCT1813, VCT3491
Hap 13: VCT6251 Hap 13: TEO06

Hap 14: VCTI811, VCT1813,
VCT2402, VCT2662
Hap 15 VCTI1812

Os testes de neutralidade para os dados mitocondriais concatenados de Natalus
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macrourus nao apresentaram, para o valor do teste Tajima’s D e de Fu’s significancia na

amostragem, conforme Tabela 12.

Tabela 12. Testes de neutralidade para os dados mitocondriais concatenados. N= numero de
amostras, D teste de neutralidade Tajima, P valor de significincia, Ne numero esperado de
alelos, Fs teste de neutralidade Fu

Carajas Xingu Chapada Nordeste
Diamantina
N amostras 6 6 4 6
Tajima's D Tajima's D -0,060 1,124 0 -0,398
P 0,481 0,880 1 0,388
Exp. N Alelos 5 3 1 5
Fu's FS FS -1,565 0,61 0 0,48
P 0,06 0,57 1 0,48

Os valores de FST calculados par a par para cada uma das populagdes apresentaram
significancia apenas para os dados entre as populacdes de Carajas e Xingu, e Carajas e Chapada
Diamantina, de citocromo b (Tabela 13) e Carajas e Xingu, Carajas e Nordeste, e Xingu e
Chapada Diamantina. Os valores de FST obtidos foram compativeis com proje¢des de contatos
genéticos entre as populacdes, apontando assim uma baixa estruturacdo, variando de valores
significativos de zero para COI (Carajas-Xingu, Carajas-Nordeste, Xingu-Nordeste) até 0,018
(Carajas-Chapada Diamantina, Carajas-Xingu). A baixa amostragem para as populagdes

apresentadas pode reduzir a robustez dos testes populacionais.

Tabela 13. Valores de Fst para os marcadores Citocromo b e COI de Natalus macrourus e
distancia geografica em km (diagonal superior).

Carajas Xingu Chapada Nordeste
Diamantina
o Carajas * 450 1446 1498
g Xingu 0,02 * 1747 1773
§ C. Diamantina 0,02 0,054 * 2038
O Nordeste 0,99 0,99 0,99 *
Carajas *
— Xingu 0 *
8 C. Diamantina 0,252 0,027 *

Nordeste 0 0 0 *
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As estimativas bayesianas de estruturacdo populacional, incluindo todos os taxons,
apontam para um grande compartilhamento de haplotipos, inclusive com alguns ocorrendo em
mais de uma espécie (e.g. N. stramineus, N. tumidirostris € N. macrourus - Figura 11). As
populagdes de N. macrourus apresentaram, além de um elevado compartilhamento de
haplotipos dentro da espécie, alguns hapldtipos observados compartilhados com a espécie N.
mexicanus. Assim como nas andlises filogenéticas e as de delimitacdo de espécies, as andlises

populacionais apontaram para uma alta similaridade entre taxons de espécies distintas.
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Figura 11. Resultado da analise espacial de estruturagdo genética utilizando os dados
concatenados (Cyt B+COI) do género Natalus. Para Natalus macrourus, Go - Goias, CDIA -
Chapada Diamantina, XIN — Xingu, RO — Rondonia, NE — Nordeste, CKS — Carajas.

A rede gerada para os dados de citocromo B mostra o compartilhamento de um haplotipo
(Hap 1) entre o individuo registrado em Goids e dois individuos de Carajas, capturados em
Serra Norte (AMCO02 e AMC565). O nimero de passos mutacionais acumulados entre os
haplétipos foi baixo, apontados entre os clados do nordeste, com os haplotipos identificados
para Goids, Carajas, Xingu e Chapada Diamantina, estando proximamente alinhado, conforme

pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12. Rede de haplotipos gerada a partir dos dados de Citocromo B para Natalus
macrourus: GO, Montividiu, Goids, CKS (FLONA Carajas, Serra Norte de Sul), NE Nordeste
(Rio Grande do Norte e Sergipe), Xingu (Altamira, Baixo e médio Xingu), CDI (Chapada
Diamantina), PER, PARNA Cavernas do Peruacu, RO, Rondonia, rio Madeira.

Em relacdo aos dados haplotipicos do marcador Citocromo oxidase € possivel observar
uma maior similaridade (e.g. menor numero de sitios polimdrficos) entre os haplotipos
existentes nas localidades do Nordeste, parte da Chapada Diamantina e Xingu. Adicionalmente,
parte dos haplotipos registrados para a Chapada Diamantina, Peruagu e Carajas apresentaram

também baixos nimeros de mutagdes (Figura 13). O espécime registrado em Rondonia

apresentou o maior nimero acumulativo de mutagdes, sendo o mais divergente na rede gerada.
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Figura 13. Rede de haplotipos gerada a partir dos dados de Citocromo Oxidase (COI) para
Natalus macrourus: GO, Montividiu, Goids, CKS (FLONA Carajas, Serra Norte de Sul), NE
Nordeste (Rio Grande do Norte e Sergipe), Xingu (Altamira, Baixo e médio Xingu),
CDI(Chapada Diamantina), PER, PARNA Cavernas do Peruagu, RO, Rondonia, rio Madeira.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) aponta uma maior variagao entre os grupos
formados (Cyt B 55%; COI 72%) que dentro dos grupos (Cyt B 31%; COI 33%) com valores
moderados de FST para ambos os marcadores, sugerindo um médio grau de divergéncia entre

as populagdes testadas, conforme os valores apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) entre haplétipos das populacdes de
Natalus macrourus utilizando sequéncias de Citocromo B e COI.

AMOVA Fonte de Variagio ~ GL Variagio (%) P-valores
Citocromo b Entre Grupos 4 55,37 P<0,0001
Dentro de 17 31,3 P<0,0001
Grupos
FST 0,687
FSC 0,298

FCT 0,553
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AMOVA Fonte de Variagio ~ GL Variacio (%) P-valores
COI Entre Grupos 4 72,28 P<0,0001
Dentro de 20 33,27 P<0,0001
Grupos
FST 0,667
FSC -0,20
FCT 0,772

De acordo com os dados, as populagdes de Natalus macrourus do Nordeste

apresentaram divergéncia com valores entre 1-2,3% em relagdo aos demais N. macrourus do

pais (Tabela 15). O espécime coletado no estado de Ronddnia, as margens do rio Madeira,

apresentou maior divergéncia em relagcdo ao demais espécimes, entre 2,2 e 4,7% de variacao.

Tabela 15. Valores de divergéncia genética considerando os marcadores Citocromo B e COI
entre as populagdes de N. macrourus, de acordo com Kimura 2P. Populacdes: OUT, outgroup
(E. auripendulus), CKS&SE (FLONA Carajas e Sudeste), XIN (Pedrais do Baixo e médio
Xingu), CDI (Chapada Diamantina), NE (Rio G Norte+Sergipe, RO (Rondonia).

CKS&SE XIN CDI NE RO  OUT
CKS&SE
XIN 0,007
CDI 0,007 0,009
m NE 0,017 0,019 0,023
S RO 0,023 0,023 0,022 0,022
OuUT 0,213 0,211 0,206 0,220 0,203
CKS&SE XIN CDI NE RO  OUT
CKS&SE
XIN 0,005
é CDI 0,001 0,004
NE 0,010 0,011 0,009
RO 0,041 0,041 0,041 0,047
OUT 0,230 0,230 0,228 0,230 0,241
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O teste de mantel executado para avaliar se a divergéncia genética observada entre as
amostras moleculares esta relacionada com a distancia geografica apontou uma correlagdo
moderada entre as matrizes de distancia geografica e distancia genética entre as amostras de N.
macrourus (R=0,504, P<0,01). O correlograma entre as matrizes geradas aponta que ha
correlacdo espacial entre as populacdes testadas, sugerindo aumento da distancia genética com

aumento da distancia geografica (Figura 14).
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Figura 14. Correlograma de mantel mostrando correlacdo espacial (Correlagdo de mantel) para
os dados concatenados (Cyt B+COlI), distribuidos de acordo com as classes de distancia, apos
progressiva corre¢ao de Bonferroni (R=0,504, p<0,01).

DISCUSSAO

Grande parte da diversidade da familia Natalidae encontra-se distribuida em ilhas
(Tejedor et al. 2005, Tejedor 2011), incluindo a ocorréncia de quatro espécies endémicas do
Caribe, Natalus primus (Guanahacabibes, Cuba), Natalus jamaicensis (Jamaica), Natalus
stramineus (Antilhas, Antigua e Barbuda, Dominica, Martinica e Guadalupe) e Natalus major
(Ilha de Espanhola; Republica Dominicana e Haiti) (IUCN 2019, Tejedor 2011) e, apesar da
América do Sul apresentar maior extensao territorial, ha o registro de apenas duas espécies: V.
tumidirostris € N. macrourus (Davalos 2005, Tejedor 2007, Tejedor 2011). Estudos

previamente realizados incluiram poucos marcadores moleculares de um niimero restrito de
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espécies. Arroyo-Cabrales et al. (1997) utilizou alozimas para avaliar populagdes continentais
e insulares de Natalus mexicanus e N. stramineus. Déavalos (2005) prop6s uma filogenia
molecular para o género, incluindo parte dos taxons conhecidos e Lopez-Wilchis et al. (2012)
testaram estruturacdo populacional em Natalus mexicanus, invalidando o taxon N. lanatus,
descrito como espécie nova por Tejedor (2005). Dados que consideraram sequéncias ou a

variagdo molecular de Natalus macrourus ndo foram utilizados em tais analises.

Os resultados suportam a monofilia da familia Natalidae, corroborando com as
filogenias prévias do grupo, tanto para dados morfoldgicos quanto genéticos (Davalos 2005,
Morgan & Czaplewsky 2003, Tejedor 2007). Nas analises filogenéticas, o género Chilonatalus
como recuperado como irmao em relagcdo as demais espécies do género Natalus. Os clados
incluindo Chilonatalus e Natalus foram, respectivamente, fortemente e fracamente suportados
(1 e 0,87 IB). Davalos (2005) e Morgan e Czaplewsky (2003) obtiveram valores moderados de
bootstrap (76% e 58%, respectivamente) de diferenciacdo entre Chilonatalus € Natalus e, no
passado, ja foram tratados como unicos (Dalquest 1950, Goodwin 1959, Hall 1982, Koopman,
1994, Varona 1974).

Considerando apenas os dados morfoldgicos e dados morfologicos concatenados com
moleculares, os géneros sao marcadamente divergentes (Davalos 2005, Morgan & Czaplewski
2003, Tejedor 2007). Os dados aqui analisados, considerando os marcadores mitocondriais, nao
recuperaram Chilonatalus como um grupo monofilético, apresentando C. macer como irmao
de C. micropus e dos demais Natalus. Os resultados divergem dos obtidos com dados
morfoldgicos e concatenados (Déavalos 2005, Tejedor 2007), onde ambos os tdxons formaram
um clado monofilético, mas, ao considerar apenas o marcador mitocondrial (Citocromo B), a
monofilia do género ndo foi recuperada em estudo anterior (Davalos 2005). Marcadores
genéticos com taxas de evolug¢do rdpidas como observado nos genes mitocondriais podem
ocasionar os padrdes observados, corroborando a hipotese de que o género divergiu mais cedo
na historia evolutiva da familia (Allio et al. 2017, Avise 2000, Davalos 2005, Mendes et al.
2016).

Analisando o clado referente ao género Natalus, N. major foi recuperado como tdxon
irmao dos demais dentro do grupo, com elevado grau de suporte (0,99 IB). Arroyo-Cabrales et
al. (1997), utilizando alozimas, também encontrou N. major como basal aos demais Natalus
analisados. Para Lopez-Wilchis et al. (2012), o tdxon também aparece como irmao dos demais

Natalus, se posicionando como grupo irmao de N. jamaicensis. Morgan & Czaplewsky (2003),
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considerando dados morfologicos, recuperaram N. major como grupo irmao de N. tumidirostris
e N. stramineus, enquanto Tejedor (2007) recuperou o taxon como grupo irmdo de N.
stramineus, N. tumidirostris € N. macrourus. O resultado obtido nas andlises diverge de Davalos
(2005) que recupera N. mexicanus como taxon irmao dos demais, dentro do género, mas
recupera o taxon como irmdo de N. jamaicensis, também obtido por Lopez-Wilchis et al.

(2012), mas divergindo na posi¢do mais basal do clado.

Previamente, a espécie Natalus stramineus era considerada amplamente distribuida,
ocorrendo desde o México até o sul da América do Sul (Tejedor 2011). Davalos (2005),
analisando os primeiros dados moleculares da familia, elevou trés dos subgéneros a espécie e
Tejedor (2011) considerando dados morfoldgicos, considerou todas as subespécies de N.
stramineus como espécies validas, incluindo o tdxon com ocorréncia para o Brasil, Natalus
espiritosantensis (sindnimo junior de Natalus macrourus Garbino & Tejedor 2014). Natalus s.
saturatus € recuperado dentro do clado de Natalus mexicanus, refor¢ando que N. s. saturatus é

um sinénimo junior de mexicanus.

As delimitacdes reforcam os dados, agrupando N. s. saturatus com “N. stramineus” da
Guatemala (possivelmente mexicanus, senso Tejedor 2011) contra Davalos (2005), que
considerando, sobretudo dados moleculares elevou Natalus saturatus ao status de espécie. A
despeito de termos incluido apenas uma sequéncia atribuida a saturatus (a mesma analisada por
Dévalos), merece destaque que o taxon se aninha com mexicanus, com valores de distdncia
genética baixa (1%). Os dados moleculares, portanto, corroboram as conclusdes de Tejedor

(2011), baseadas em morfologia, considerando N. saturatus como N. mexicanus.

Os resultados pdoem também em questdo o status da espécie Natalus tumidirostris, que
surge como parafilética, j4 que parte dos tumidirostris forma um clado com os individuos
provenientes da Venezuela e os espécimes de N. tumidirostris (Trinidade+Venezuela) formam
grupo irmao com N. stramineus das Antilhas Holandesas. Os testes de delimitagdao apontam que
o individuo capturado na Guiana seria uma espécie distinta dos demais N. tumidirostris. Tejedor
(2007) aponta divergéncias entre os N. tumidirostris em duas populagdes do leste e oeste,

agrupando os individuos de Trinidade e Sucre com os demais N. stramineus.

Tejedor (2011) sugere que Natalus tumidirostris seria a espécie que apresenta maior
variacdo morfoldgica dentro do género. Davalos (2005) considerou amostras de N. tumidirostris

apenas de Trinidade, ndo testando, portanto, uma possivel divergéncia entre os taxons
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continentais e insulares. Os dados sugerem que N. tumidirostris pode se tratar de espécies
distintas, conforme ja explicitado por estudos moleculares prévios (Tejedor 2007). Os dados
morfologicos nao corroboram, até entdo, as linhagens recuperadas para o taxon (Tejedor 2007),
sugerindo assim que ou novas analises morfologicas e que novos marcadores nucleares poderao
elucidar a divergéncia observada. Dados mitocondriais tendem a acumular um maior numero
de mutagdes as quais, muitas vezes, ndo se refletem nos marcadores nucleares, ou mesmo na
morfologia do tdxon (Avise 2000, Martins et al. 2009, Pavan et al. 2011). Hipotetiza-se que,
em tal cenario, pode ter havido eventos de recolonizacao tardia em uma das localidades, sendo
necessario entdo realizar analises de relogio molecular para a familia, visando responder sobre
o tempo de divergéncia entre as linhagens e tragar se ha correspondéncias entre as arvores de

genes.

O taxon Natalus macrourus foi recuperado como monofilético e distinto das demais
espécies do género. Tanto Morgan & Czaplewsky (2003) quanto Davalos (2005) nao
consideraram N. macrourus em suas analises, sendo essa a primeira abordagem considerando
os dados moleculares dessa espécie. Como previamente a espécie era considerada uma
subespécie de Natalus stramineus, as filogenias antigas ndo consideraram a ocorréncia como
um taxon distinto (Arroyo-Cabrales et al. 1997, Morgan & Czaplewsky 2003, Simmons 2005,
Dévalos 2005), sendo al¢ado a espécie por Tejedor (2011).

Nao foram identificadas linhagens divergentes ao longo da sua distribui¢do no Brasil.
Os valores de divergéncia obtidos sugerem se tratar de uma espécie distinta (3-5%), conforme
critérios de divergéncia estabelecidos por Baker & Bradley (2006), replicado em outros estudos
de morcegos (Pavan et al, 2016, Moras et al. 2016). Natalus macrourus se apresentou como
grupo irmao de N. tumidirostris, em sua maioria, com individuos localizados na Venezuela e
Guianas. Nas andlises concatenadas, Tejedor (2007) posicionou a espécie como irma dos

demais N. stramineus e N. tumidirostris, similar ao observado para os dados apresentados.

O espécime de Natalus macrourus capturado as margens do rio Madeira, em Rondonia,
apresentou os maiores valores de divergéncia genética dentro da espécie (cerca 2,5%). Davalos
(2005) aponta que divergéncias entre as espécies de Natalus variam entre 2,5-4,7% entre os
Natalus considerando os dados de Citocromo B. Estudos morfologicos do espécime de
Rondodnia e a coleta e andlises de material adicional poderao revelar se essa ¢, de fato, uma

populacdo de N. macrourus muito divergente na regido.
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A inclusdo de dados moleculares de espécies com ampla distribui¢do territorial ¢
frequentemente esclarecedora acerca do posicionamento da espécie dentro da familia. A
inclusdo de informagdes de espécies com ampla distribuigdo no Brasil foi elucidativa para
estudos de revisao, como para Cynomops (Moras et al. 2016) e Eumops (Gregorin 2009,
Gregorin et al. 2016), para Pteronotus (Pavan et al. 2016), Uroderma (Souza 2015) e
Peropteryx (Costa, 2018).

As andlises populacionais da espécie Natalus macrourus, evidenciaram a ocorréncia de
trés agrupamentos dentro da espécie, um grande clado agrupando os individuos amplamente
distribuidos, com espécimes capturados na Amazonia (e.g. pedrais do Xingu, FLONA Carajas,
PARNA Cavernas do Peruacu, Chapada Diamantina e Goids), um segundo grupo com o0s
individuos do Nordeste (capturas de Sergipe e Rio Grande do Norte) e, por fim, um espécime
capturado as margens do rio Madeira, estado de Rondonia. Foi observado também um
moderado compartilhamento de haplétipos, por espécimes de localidades que distavam entre si
cerca de 1300 km. A varidncia molecular foi maior entre os grupos que dentro dos grupos,
sugerindo que as populacdes sdo moderadamente estruturadas, conforme também pode ser
observado com os valores do indice de fixacdo para as populacdes. Os testes de neutralidade
apresentaram valores ndo significativos, possivelmente devido ao restrito nimero amostral e
contrario a hipdtese de estruturagdo populacional associada a restricdo de deslocamento e da
extrema dependéncia de ambientes cavernicolas, a espécie Natalus macrourus parece dispor de
fraco fluxo génico entre as populacdes distribuidas no Brasil, evidenciado pelo

compartilhamento de poucos haplotipos.

A despeito dos resultados obtidos, em estudos de populagdes de morcegos, € frequente
observar que ha a ocorréncia de expansdao populacional recente, contando com haplotipos
centrais originando outros haplotipos. Esse padrao foi observado para as populagdes
amazonicas de Natalus macrourus, que contaram com maior nimero amostral por localidade e
também com maior diversidade haplotipica, sugerindo que, com o aumento amostral de
algumas linhagens poderao surgir novos padroes de diversidade (Hung et al. 2016, Smith &
Klica 2013). Moderada estruturagao populacional foi evidenciada para outra espécie do género,
onde Lopes-Wilchis et al. (2012) verificaram estruturagdo para as populacdes de Natalus
mexicanus (FST=0,794), similares aos resultados obtidos para a espécie com ocorréncia para o
Brasil e também compativeis com a ocorréncia de uma Unica espécie com estruturagdo

populacional.
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Outros estudos apontam padrdes de estruturacao para morcegos, associados aos biomas
brasileiros (Ferreira et al. 2014, Lopes et al. 2009, Pavan et al. 2011), diferentemente do que foi
observado para Natalus macrourus, onde haplétipos de localidades distintas apresentaram-se
mais proximos nas redes de hal6tipos, independentemente do bioma de ocorréncia. A adigdo de
marcadores nucleares e ligados ao cromossomo Y poderdo trazer informacdes sobre se
divergéncia observada nos marcadores mitocondriais esta refletida na arvore de genes,
atingindo ou nao o monofiletismo reciproco (Centeno-Cuadros et al. 2019, Edwards & Beerli,
Pavan et al. 2016, Martins et al. 2009), e tambem avaliar a ocorréncia de filopatria, caso as
femeas de Natalus macrourus tendam a permanecer no local de nascimento e os machos
apresentem padrdes de deslocamento e/ou migragao distintos (Avise 2000, Edwards & Beerli
2000, Martins et al. 2009). Filopatria j4 foi identificada para as espécies Myotis sodalis, Myotis
nattereri, Pipistrellus pipistrellus e outras (Kerth et al. 2002, Kurta & Murray 2002, Rivers et
al. 2005).

Taddei e Uieda (2001) e Tejedor (2011) apontam que a subespécie originalmente
descrita como N. s. natalensis (Goodwin, 1959) para o leste do Brasil (de Lagoa Santa, Minas
Gerais a Natal, Rio Grande do Norte, segundo Goodwin, 1959) apresentam tamanho corporal
menor em relagdo as demais localidades com ocorréncia do tdxon. Os dados moleculares
apontam uma tendéncia dos espécimes provenientes do Nordeste de se agruparem como
populagdo separada, ou como clado, embora na filogenia, o clado de espécimes do NE tenha
baixo suporte e a divergéncia genética seja pequena (1,7-2,3%) em relagdo aos N. macrourus
das demais localidades. Uma investiga¢do da morfologia dessas populacdes seria importante
para testar possiveis diferencas associadas aos clusters populacionais detectados. De toda
forma, os dados apresentados ndo sugerem a existéncia de espécies cripticas para Natalus

macrourus.

Conservacao de Natalus macrourus

O género Natalus apresenta quatro espécies listadas como quase ameagadas (N. major,
N. macrourus), vulneraveis (N. primus) ou criticamente ameacadas (N. jamaicensis) de acordo
com a [UCN (2018). Ainda dentro da familia, Chilonatalus micropus estd relacionado como
vulneravel e C. tumidifrons como quase ameacgado. Pouco ¢ conhecido para a espécie Natalus

macrourus, incluindo aspectos da sua biologia (Taddei & Uieda 2001, Gardner 2008), status de
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conservagdo (Delgado-Jaramillo et al. 2016) e taxonomia (Tejedor 2007, Tejedor 2011) e,
atualmente, Natalus macrourus esta listada como vulneravel (critério A3c) no Livro Vermelho
da Fauna Ameacgada de Extingdo (MMA 2018), devido as proje¢des de reducao populacional
nas proximas geracoes. A maioria dos registros de N. macrourus estdo associados as areas
carsticas (Guimaraes & Ferreira, 2015), estando esses ambientes intrinsecamente relacionados

com a subsisténcia da espécie e da manutencdo da sua variabilidade genética.

O acesso ao material genético da espécie apontou a ocorréncia de haplotipos exclusivos
das localidades estudadas, com moderado compartilhamento entre areas distintas. Os dados
moleculares dos marcadores mitocondriais sugerem que Natalus macrourus nao estio, por ora,
isolados na paisagem, a despeito de se tratar de uma espécie exclusivamente cavernicola, com
ocorréncia em ambientes distribuidos de forma espacialmente heterogénea. Um maior niimero
amostral podera evidenciar com mais clareza qual o padrao estruturagdo das populagdes da

espécie em territorio brasileiro.

No Brasil, o fato de uma espécie constar como vulneravel faz com que as cavernas que
utiliza como abrigo ndo possa ser alvo de supressdo (Decreto 6640/2008). Ainda assim, de
acordo com a mesma norma, apenas a caverna e sua area de influéncia devem ser preservados
e, ha diversas situagdes, especialmente vinculadas aos empreendimentos minerarios, onde a
caverna com ocorréncia de espécie ameacada encontra-se envolta por estrutura operacional.
Sabe-se que a remogdo da vegetacao e alteragdo do ambiente podera ocasionar isolamento de
tais populagdes, como evidenciado em estudos de fragmentacdo em ambientes florestais
(Campbell et al. 2009, Ripperger et al. 2009) e, considerando os requerimentos e
especializacdes de cada uma das espécies poderd resultar na redugdo do fluxo génico, como
observado para Myotis macropus (Campbell et al. 2009). Ripperger et al. (2013) observaram
estruturacdes em populagdes de Dermanura watsoni em uma distancia de 20km, ocasionadas
por fragmentacdo na paisagem. O isolamento, quando efetivo, podera ocasionar além da perda
haplotipica, erosdao genética, eventualmente favorecendo a reducdo na sua variabilidade
genética de cada populacdo, que ja foram relatados na literatura para populacdes de Carollia
perspicillata devido a eventos de fragmentacdo aliadas & menor capacidade de deslocamento
da espécie, em comparacdo com Uroderma bilobatum (Meyer et al. 2009, Ripperger et al.

2009).
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