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RESUMO

Estruturacao populacional de Myotis riparius (Chiroptera, Vespertilionidae): uma
abordagem integrativa a partir de dados genéticos, morfoldgicos e ecoldgicos

Roberto Leonan Morim Novaes
Orientadores:
Ricardo Moratelli M. da Rocha e Marcelo Weksler

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-Graduagdo em Biodiversidade e
Biologia Evolutiva, Instituto de Biologia, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como
parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Biodiversidade e Biologia
Evolutiva.

Myotis riparius é uma espécie insetivora de ampla distribuicdo na regido Neotropical e
apresenta marcada variacdo geogréafica em relacdo a coloracdo da pelagem e caracteres
cranio-dentarios, podendo representar um complexo de espécies. Nesse cendrio, realizamos
um estudo integrado—utilizando abordagens genéticas, morfologicas e ecoldgicas—para
investigar a estruturacdo populacional e o limite taxonémico de Myotis riparius. A decisdo
taxondmica baseou-se na congruéncia entre os resultados de analises filogenéticas,
filogeograficas e morfoldgicas qualitativas e quantitativas, assim como em modelagens da
distribuicdo geografica atual e passada. As reconstrucdes filogenéticas e filogeograficas
indicaram que M. riparius € um grupo monofilético com tendéncia a estruturacdo geografica,
embora ndo apresente monofiletismo reciproco para 0s conjuntos populacionais testados. As
variaces morfoldgica e morfométrica revelaram sutil distincdo dos grupos da Mata Atlantica
e Cone Sul em relacdo aqueles da Amazdnia e América Central. Os modelos de distribuicdo
geografica indicaram que M. riparius estd associada a ambientes florestais, havendo uma
descontinuidade entre as populacbes do norte e do sul da América do Sul. A modelagem de
distribuicdo passada, entretanto, indicou que M. riparius possuia uma éarea de alta
adequabilidade ambiental maior do que a atual durante o ultimo méximo glacial (ca. 22 mil
anos). Os resultados dessas modelagens e das analises genéticas indicam que M. riparius
possuia uma grande populacdo em panmixia até o Pleistoceno tardio, quando mudancas
climaticas fragmentaram e isolaram as populag¢des. Contudo, analises de variancia molecular
ndo indicam uma clara interrup¢cdo no fluxo génico. Com base nas evidéncias obtidas,
concluimos que M. riparius é uma Unica espécie. Apesar da sutil tendéncia a estruturagdo

geogréfica de suas populacbes, ainda ndo é possivel definir se a espécie é ou ndo monotipica.

Palavras-chave: Filogenia, modelagem de distribuicdo geogréafica, morcegos, morfometria
multivariada, Myotinae, Regido Neotropical, taxonomia.
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ABSTRACT

Population structure of Myotis riparius (Chiroptera, Vespertilionidae):
an integrative approach based on genetic, morphological, and ecological data

Roberto Leonan Morim Novaes

Advisors:
Ricardo Moratelli M. da Rocha and Marcelo Weksler

Abstract of the Master thesis submitted to Programa de P6s-Graduacdo em Biodiversidade e Biologia
Evolutiva, Instituto de Biologia, of the Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), as part of the
requirements to obtain the title of the Master in Biodiversity and Evolutionary Biology.

Myotis riparius is an insectivorous species widely distributed in the Neotropics. The species
has a well-marked geographic variation in regard to pelage color and cranial features, which
might indicate to be composite. In this scenario, we performed a multiple evidence study—
using genetic, morphological and ecological approaches—to investigate population structure
and species limits for M. riparius. In this context, the taxonomic decision was supported by
information retrieved from the phylogenetic, phylogeographic, qualitative and quantitative
morphological analyses, and current and past distribution modeling. Phylogenetic and
phylogeographic reconstructions retrieved M. riparius as monophyletic, with a trend towards
geographic structuring, but without reciprocal monophyly between groups. In the
morphological and morphometric analyses, Atlantic Forest and Southern Cone groups were
retrieved as distinct from those from Amazonia and Mesoamerica. The geographic
distribution modeling indicates that M. riparius is associated with forests, with a discontinuity
between northern and southern populations. Past distribution modeling, however, indicate that
M. riparius had a wider high environmental suitability area during the last glacial maximum
(ca. 22,000 years). Results from the past distribution modeling and genetic analyses suggest
that M. riparius had a wider distribution range, with population in panmixia until late
Pleistocene, when climatic changes fragmented and isolated populations. However, molecular
variance analyses do not show evidence of gene flow interruption. Based on this background,
we conclude that Myotis riparius is not composite. Although we have found evidence of
populations geographically structured, the monotypy of Myotis riparius remains an open

question.

Key words: Bats, multivariate morphometrics, Myotinae, phylogeny, species distribution

modeling, Neotropical region, taxonomy.
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1. INTRODUCAO

Conhecer a diversidade real dos organismos do nosso planeta é fundamental para o
aproveitamento dos recursos naturais de maneira sustentavel e para 0 manejo e conservagao
das espécies (MAY, 1988). A atual crise da biodiversidade esti provocando a sexta onda de
extingdes em massa, com a maior taxa de perda de espécies dos ultimos 65 milhdes de anos
(CEBALLOS et al., 2015). Estima-se que grande parte dessas extin¢des seja de espécies ainda
desconhecidas pela ciéncia, colocando os estudos taxondmicos na vanguarda das ciéncias
bioldgicas (COSTELLO et al., 2013). Além disso, a falta de acuidade taxonémica pode gerar
um Vviés na gestdo e conservacgdo do patriménio bioldgico da Terra (MORRISON et al., 2009;
GUTIERREZ & HELGEN, 2013).

Espécie é a unidade central da taxonomia e a associacdo entre um nome cientifico
inequivoco a uma espécie € de suma importancia para um sistema de informacao bioldgica
confiavel (WHEELER, 2004). Porém, o préprio conceito de espécie é variavel, com diversas
interpretacdes e definicdes (ZACHOS, 2016). Na tentativa de sorver esta questdo,
taxonomistas vém adotando abordagens mais modernas, estudando eventos que geraram
especiacdo como forma de delimitar espécies, compreendendo os fatores que causaram sua
origem e determinaram sua trajetoria evolutiva independentemente de outros grupos
biolégicos (DE QUEIROZ, 1998, 2005; MISHLER & THERIOT, 2000; WILEY &
MAYDEN, 2000; ZACHOS, 2016).

Estudos integrativos que utilizem diferentes fontes de evidéncias estdo na vanguarda da
sistematica, ajudando a elucidar questbes evolutivas a0 mesmo passo em que ajudam a
determinar os limites entre as espécies (PADIAL et al., 2010). Nesse sentido, diversos estudos
sistematicos tém se valido da combinacdo de dados genéticos, morfoldgicos e ecologicos,

onde a congruéncia de evidéncias de duas ou mais dessas fontes tem direcionado as decisdes



taxondmicas, especialmente para complexos de espécies cripticas (RISSLER & APODACA
2007; BOND & STOCKMAN, 2008; DAVALOS & PORZECANSKI, 2009; TAN et al.,
2010; HAWLITSCHEK et al., 2011).

Embora a taxonomia integrativa tenha se tornado mais comum nos ultimos anos
(PADIAL et al., 2010), estudos com morcegos que combinem diferentes fontes de evidéncias
ainda sdo escassos. Os poucos exemplos incluem estudos combinando no maximo duas fontes
de evidéncia para identificacdo de espécies pertencentes a complexos cripticos, que podem ser
analises morfoldgicas, genéticas, bioacUsticas, de modelagens de nicho ecoldgico e
distribuicdo geogréfica (e.g., VON HELVERSEN et al., 2001; GOODMAN et al., 2009).

Estimativas feitas a partir de evidéncia genética indicam que a diversidade de morcegos
conhecida ainda é subestimada, sobretudo para a regido Neotropical (MAYER et al., 2007,
CLARE et al., 2011; LARSEN et al., 2012). Além disso, cerca de 60% das descobertas de
novas espécies das Ultimas duas décadas foram provenientes de espécies cripticas
(CEBALLOS & EHRLICH, 2009). Portanto, existe uma necessidade iminente de estudos
integrativos que ajudem a determinar a variacao entre as populacdes e o limite entre espécies
cripticas, especialmente para grupos que apresentem elevada importancia ecoldgica e de
salide publica, como os morcegos (KUNZ et al., 2011; MORATELLI & CALISHER, 2015).

Os morcegos insetivoros desempenham um importante servigo ecossistémico, como um
dos principais predadores de artrépodes herbivoros (CLEVELAND et al., 2008; KALKA et
al., 2008). Na América do Norte esses mamiferos sdo responsaveis por uma economia anual
estimada em 22 bilhGes de ddlares devido ao controle natural de pragas agricolas (BOYLES
et al., 2011). Myotis Kaup 1829 é o género de morcegos mais rico em espécies do planeta,
com mais de 110 espécies validas (SIMMONS, 2005), das quais 99% sdo exclusivamente
insetivoras (WILSON, 2008), existindo algumas espécies que se alimentam de peixes e um

registro de frugivoria na regido Neotropical para Myotis nigricans (Schinz 1821), espécie



considerada exclusivamente insetivora até recentemente (WHITAKER & FINDLEY, 1980;
NOWAK, 1994; AIZPURUA et al., 2013; NOVAES et al., 2016). Além disso, algumas
espécies de Myotis mantém algumas das maiores formacGes gregarias de mamiferos do
mundo, com colénias que chegam a mais de 1,5 milhdes de individuos, tornando esse género
um excelente modelo para estudos ecoldgicos, evolutivos e comportamentais (NOWAK,
1994).

Segundo RUEDI et al. (2013), o género Myotis originou-se no leste da Asia no Mioceno
superior (23 a 20 milhGes de anos), passou por rapidos episodios de diversificacdo,
alcancando sua amplitude de distribuicdo atual, que é a maior entre os mamiferos néo
humanos. Um estudo paleontolégico mais recente, contudo, mostra que Myotis ja estava
presente no Oligoceno (= 33 milhdes de anos) e também indica rapidos eventos de
diversificagdo global (GUNNELL et al., 2017). Myotis esta dividido em trés grandes
linhagens com forte associacdo biogeografica, onde todas as espécies do Novo Mundo s&o
recuperadas em um clado com dois subclados, um neértico e outro predominantemente
neotropical (STADELMANN et al., 2007; RUEDI et al., 2013).

Utilizando abordagem fenética, FINDLEY (1972) dividiu todas as espécies de Myotis
do mundo em trés subgéneros, onde todas as espécies neotropicais foram alocadas no mesmo
subgénero, Leuconoe Boie 1830. Contudo, a partir de reconstrucdo filogenética utilizando
marcadores moleculares mitocondriais e nucleares, RUEDI & MAYER (2001) refutaram essa
hipotese, ndo reconhecendo subgéneros para Myotis. Posteriormente, STADELMANN et al.
(2007) ao proporem uma filogenia de Myotis do Novo Mundo a partir de marcadores
mitocondriais e nucleares, estruturaram o subclado neotropical em dois grupos, chamados por
MORATELLLI et al. (2013) de grupo albescens e grupo ruber, seguindo 0 nome valido para a
espéecie mais antiga de cada linhagem. O arranjo proposto por MORATELLI et al. (2013) foi

baseado em distin¢cdes morfologicas externas e cranianas, e revelaram uma forte congruéncia



entre os dados moleculares e morfoldgicos (veja STADELMANN et al., 2007; MORATELLI
etal., 2013; MORATELLI et al., 2016, 2017).

Com relacgdo a historia taxonémica do género na regido Neotropical, na primeira revisdo
taxondmica, MILLER & ALLEN (1928) reconheceram cinco espécies. Posteriormente,
LAVAL (1973) reconheceu 14 espécies. Esse arranjo taxonémico foi o ponto de partida para
uma corrente revisdo das formas neotropicais que vem sendo realizada por Moratelli e
colaboradores. Essa revisdo ja resultou na descricdo de sete espécies, além de outros atos
nomenclaturais (MORATELLI & WILSON, 2011a, 2011b, 2014; MORATELLI et al., 20114,
2013, 2016, 2017). Atualmente sdo reconhecidas 27 espécies de Myotis para a regido
Neotropical (LAVAL, 1973; WILSON, 2008; MANTILLA-MELUK & MUNOZ-GARAY,
2014; MORATELLI et al.,, 2017). Contudo, possivelmente a diversidade de Myotis
neotropicais esta subestimada, j& que estudos genéticos indicam a existéncia de pelo menos 35
linhagens evolutivas independentes, um numero 23% maior do que o numero de espécies
atualmente reconhecidas e validas (LARSEN et al., 2012; MORATELLI et al., 2017).

Embora o género Myotis tenha sido alvo de diversos estudos sistematicos na regido
Neotropical, poucos estudos versaram sobre estruturacdes populacionais das espécies. Dentre
esses, Moratelli e colaboradores descreveram seis novas espécies no grupo albescens
(MORATELLI & WILSON, 2011b; MORATELLI et al., 2011a, 2013, 2016, 2017) e uma
nova espécie no grupo ruber (MORATELLI & WILSON, 2014). Ainda assim, ambos 0s
grupos ainda permanecem com problemas taxondmicos, e revisdes recentes utilizando dados
genéticos e morfoldgicos tem indicado uma diversidade criptica dentro do grupo ruber
(CLARE et al., 2007; LARSEN et al., 2012; MANTILLA-MELUK & MUNOZ-GARAY,
2014).

Este estudo estd focado em Myotis riparius Handley 1960, uma das espécies de

morcego com maior amplitude de distribuicdo geografica dentre a quiropterofauna neotropical



(SIMMONS, 2005; WILSON, 2008). Myotis riparius esta incluida no grupo ruber, no qual
estdo incluidas também as espécies Myotis elegans Hall 1962, Myotis keaysi J.A. Allen 1914,
Myotis midastactus Moratelli & Wilson 2014, Myotis pilosatibialis LaVal 1973, Myotis ruber
(E. Geoffroy 1806) e Myotis simus Thomas 1901. Myotis riparius foi descrita como uma
subespécie de M. simus por HANDLEY (1960) e depois foi elevada a espécie por LAVAL
(1973). Ocorre desde o sul de Honduras até o leste do Brasil, norte da Argentina e Uruguai,
ocupando florestas tropicais, savanas e ambientes xerofiticos (WILSON, 2008; NOVAES et
al.,, 2017). Myotis riparius apresenta conspicua variacdo geogréafica para caracteres
morfolégicos externos e cranio-dentarios (NOVAES et al., 2017). Em populacdes do sul da
América do Sul e leste do Brasil, predominam a coloracdo castanha a negra, regido occipital
comparativamente arredondada, cristas sagital e lambdoides baixas e terceiro pré-molar
superior alinhado com os demais pré-molares. Por outro lado, em populacdes da América
Central e norte da América do Sul, incluindo Bacia Amaz6nica, predominam a pelagem
dorsal avermelhada, regido occipital levemente achatada e cristas sagital e lambdoides
variando de médias a altas. Apesar do terceiro pré-molar estar também predominantemente
alinhado com os demais pré-molares, nessas populacdes ele aparece mais frequentemente
deslocado lingualmente, inclusive ja tendo sido usado como diagnostico para a espécie
(HANDLEY, 1960; LAVAL, 1973; LOPEZ-GONZALEZ et al., 2001; ROCHA, 2008;
MORATELLI etal., 2013; NOVAES et al., 2017).

Usando analises morfologicas qualitativas e morfométricas multivariadas, ROCHA
(2008) investigou a estruturacdo dessas populagcBes e ndo encontrou evidéncia de
descontinuidades que indicassem que a espécie, como atualmente reconhecida, possa ser um
complexo de espécies. Por outro lado, analises moleculares feitas a partir de marcadores
mitocondriais indicaram que M. riparius é parafilética (LARSEN et al. 2012). Entretanto,

segundo R. Moratelli (com. pess.) erros de identificacdo dos espécimes podem ter



influenciado os resultados obtidos por LARSEN et al. (2012). Assim, com base na variacéo
morfolégica observada, NOVAES et al. (2017) sugerem que M. riparius pode ser composta
por duas subespécies, uma que ocorre da América Central ao norte da América do Sul, e outra
distribuida do Uruguai e Paraguai até o leste do Brasil. Entretanto, cabe destacar aqui que o
trabalho de NOVAES et al. (2017) é uma compilacdo do conhecimento estabelecido, sobre o
qual se apresenta um possivel cenario para a estruturacdo da espécie, mas sem qualquer teste
da hipotese apresentada.

No presente estudo, buscamos entender como estdo estruturadas as populagdes de M.
riparius ao longo da sua distribuicdo geografica. Nossa hipétese, construida sobre os
resultados obtidos por ROCHA (2008), MORATELLI et al. (2013) e NOVAES et al. (2017),
é que M. riparius é uma Unica espécie, onde a variacdo geografica possa representar

diferentes subespécies.



2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi entender a estruturacdo populacional de M.
riparius. Para isso, descrevemos e analisamos as variagcBes genética e morfoldgica para a
espécie (sensu MORATELLI et al., 2013) e contrastamos esses resultados com modelos de
distribuicdo geografica atual e passada. Assim, 0s objetivos especificos foram:

(1) Avaliar a congruéncia entre os padrfes de variacdo genética, morfoldgica e
morfométrica;

(2) Analisar as relagdes filogenéticas de M. riparius e verificar a possivel existéncia de
mais de uma linhagem evolutiva;

(3) Avaliar a estruturacdo filogeografica das populacdes delimitadas a partir das
variagcBes morfologicas;

(4) Determinar a distribuicdo geogréafica de M. riparius conhecida a partir dos espécimes
depositados em colecgdes;

(5) Estimar a distribuicdo geografica de M. riparius a partir de modelagem de
distribuicdo geogréfica; e

(6) Contrastar os modelos de distribuicdo geografica atual e passada com os padrdes de

variacdo revelados nas analises morfoldgicas e genéticas.



3. MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido usando o conceito de sistematica integrativa (sensu PADIAL
et al., 2010), e as decisdes taxondmicas foram tomadas a partir da congruéncia dos resultados
de anélises genéticas (analise filogenética e filogeografica com citocromo b), morfoldgicas
(qualitativa e quantitativa), e ecoldgicas de adequabilidade ao hébitat, modelagem de
distribuicdo geografica atual passada, considerando o Gltimo méximo glacial (= 22 mil anos).

Esse estudo foi totalmente conduzido a partir de material depositado em colecOes
bioldgicas e a identificacdo dos espécimes de M. riparius nessas cole¢bes seguiu ROCHA
(2008) e MORATELLI et al. (2013), que apresentam a seguinte descricdo: espécie de
pequeno a médio porte (comprimento do antebraco de 32,0-39,8 mm, massa corporal de 4-5
g), com pelagem relativamente longa e lanosa (comprimento dos pelos no dorso: 5-9 mm;
comprimento dos pelos no ventre: 4-8 mm). A pelagem dorsal é unicolorida, variando de
castanho-escura a castanho-avermelhada; e a pelagem ventral é bicolorida e com marcado
contraste entre as bandas, sendo a base enegrecida e o0 pice amarelado. As membranas sdo
castanho-escuras; o plagiopatagio € inserido ao pé na base dos dedos por uma larga banda de
membrana (> 1,5 mm); e a franja de pelos na borda do uropatagio esta ausente. O tamanho do
cranio varia de pequeno a médio (comprimento total do cranio: 13,2-15,2 mm; largura da
caixa craniana: 6,0-7,0 mm). A posicdo do terceiro pré-molar superior varia, estando
geralmente alinhado com a série de dentes e visivel em vista labial ou deslocado para o lado
lingual e ndo visivel em vista labial. A crista sagital esta presente na maioria dos especimes,
variando de baixa a alta; as cristas lambdoides estdo sempre presentes, variando de baixas a
altas; os parietais sdo inclinados para frente e a regido occipital geralmente é achatada

posteriormente. Esses caracteres isoladamente sdo encontrados em outras espécies de Myatis,



contudo, a combinacdo deles distingue M. riparius das demais espécies neotropicais

(ROCHA, 2008 e MORATELLI et al., 2013).

3.1. Analises genéticas

Foram realizadas analises genéticas a partir de 19 sequéncias de citocromo b (cyt-b) de
Myotis riparius, para qual pelo menos um espécime de cada clado gerado tenha sido
identificado a partir do conjunto de caracteres diagnosticos reportados acima para a espécie.
As sequéncias foram obtidas do GenBank (publicadas por RUEDI & MAYER, 2001;
STADELMANN et al. 2007; LARSEN et al., 2012) e de sequenciamento proprio a partir de
espécimes da Mata Atlantica do Rio de Janeiro. As sequéncias geradas ao longo deste estudo
serdo depositadas no GenBank antes de qualquer publicacéo dos resultados.

O DNA foi extraido de amostras de tecido do figado pelo método de extracdo salina
(protocolo Promega® DNA Wizard Mouse Tail modificado). A qualidade do DNA extraido
foi aferida através de eletroforese com gel de agarose (1%) e a quantificacdo de acido
nucleico em cada amostra foi feita utilizando espectrofotdmetro NanoDrop 2000
(DESJARDINS & CONKLIN, 2010). Amostras que apresentaram concentracdo superior a 60
mg/uL foram diluidas em agua destilada pura. A amplificacdo dos primeiros 800 pares de
base do cyt-b (Figura 1) foi feita por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) utilizando os
primers MVZ-05 (5-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3"; SMITH &
PATTON, 1993) e MVZ-16 (5 -AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT-3"; SMITH &
PATTON, 1993), utilizado por RUEDI & MAYER (2001) para amplificar o cyt-b de Myotis
neotropicais.

O PCR foi feito com amostras contendo volume final de 25uL, compostas de 9,0uL de
H20, 12,5uL de TAQ Master Mix, 1,25uL de cada primer [10uM] e 1,0ulL de template

(amostra contendo DNA). Foram incluidos controles negativos (amostras sem DNA) em todas
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as reacOes de PCR para controlar qualquer contaminagdo que pudesse ocorrer durante o
processo laboratorial. As amplificagfes foram feitas utilizando perfil no termociclador,
descrito por RUEDI & MAYER (2001), sendo: desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos,
seqguido de 37 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 50°C por 45

segundos e extensdo a 72°C por um minuto, e uma extensdo final a 72°C por 5 minutos.

13900—
14000—
15400—
15500=—
15600—

tRNA-Glu Citocromo b tRNA-Thr

FIGURA 1. Primers usados para amplificacéo e sequenciamento de aproximadamente 800 pb
iniciais de citocromo b de Myotis riparius.

A eficiéncia da amplificagdo foi verificada atraves de eletroforese com gel de agarose
(2%). Somente as amostras que apresentaram bandas no gel foram sequenciadas. A
purificacdo das amostras foi feita utilizando o protocolo QIAquick PCR purification kit
protocol do kit comercial QIAGEN®. Todos os procedimentos supracitados foram realizados
no Laboratorio de Pesquisa em Biodiversidade Molecular do Departamento de Vertebrados do
Museu Nacional/UFRJ. O sequenciamento foi feito pelo método de Sanger (SANGER &
COULSON, 1975) em sequenciador automatico (Applied Biosystems® ABI3730xl, 96
capilares) na Plataforma de Sequenciamento de DNA da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Um sumario contendo as informagfes de cada sequéncia utilizada nesse estudo esta
disponivel na Tabela 1. Os grupos externos escolhidos compreendem espécies de Myotis do
grupo ruber (M. elegans, M. pilosatibialis e M. simus) e do grupo albescens (M. nigricans),
compreendendo oito sequéncias publicadas por LARSEN et al. (2012) e depositadas no

GenBank.
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TABELA 1. Espécimes utilizados nas andlises filogenéticas, incluindo nimero de acesso no
GenBank, numero do voucher depositado em colecéo, localidade e autor da publicacdo que
utilizou as sequéncias pela primeira vez. * voucher ndo examinado.

GENBANK VOUCHER

LOCALIDADE

FONTE

TERMINAL

AM261891 - La Selva, Costa Rica Stadelmann et al. (2007) Myaotis riparius
JX130506 TTU 85090 El Oro, Equador Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130576 TTU 85347* Esmeraldas, Equador Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130492 TTU 102883 Esmeraldas, Equador Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130515 TTU 85345 Esmeraldas, Equador Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130469 TTU 85344 Esmeraldas, Equador Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130513 TTU 84870 Pastaza, Equador Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130473 CM 68443 Para, Suriname Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130474 CM 78659* Bolivar, Venezuela Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130490 CM 78651 Barinas, Venezuela Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130436 - Huanuco, Peru Larsen et al. (2012) Myotis riparius
AF376866 MVZ AD119* Pernambuco, Brasil Ruedi & Mayer (2001)  Myotis riparius
- ALP 10926 Rio de Janeiro, Brasil Esse estudo Myotis riparius
- ALP 10927 Rio de Janeiro, Brasil Esse estudo Myotis riparius
- ALP 11024 Rio de Janeiro, Brasil Esse estudo Myotis riparius
JX130485 TTU 99645* Paraguari, Paraguai Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130486 TTU 94912 Canindeyu, Paraguai Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130491 TTU 99378 Canindeyu, Paraguai Larsen et al. (2012) Myotis riparius
JX130488 - Canindeyu, Paraguai Larsen et al. (2012) Myotis riparius
GRUPO EXTERNO
JX130479 TTU 84380 Atlantida, Honduras Larsen et al. (2012) Myotis elegans
JX130480 TTU 84138 Atlantida, Honduras Larsen et al. (2012) Myotis elegans
JX130470 TTU 103759 Guayas, Equador Larsen et al. (2012) Myotis cf. elegans
JX130526 TTU 35360 San Luis Potosi, México  Larsen et al. (2012) Myotis cf. pilosatibialis
JX130519 TTU 60981 Santa Ana, El Salvador Larsen et al. (2012) Myotis cf. pilosatibialis
JX130435 TTU 39146 Chiriqui, Panama Larsen et al. (2012) Myotis cf. pilosatibialis
JX130481 TTU 46348 Huénuco, Peru Larsen et al. (2012) Myotis simus
JX130496 TTU 99743 Pres. Hayes, Paraguai Larsen et al. (2012) Myotis nigricans
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Para testar as hipdteses levantadas, foram feitas anélises filogenéticas e filogeogréficas
utilizando as sequéncias de cyt-b do conjunto de dados disponivel na Tabela 1. As sequéncias
de DNA foram alinhadas com o algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) na plataforma MEGA7

(KUMAR et al., 2016) usando a configuragédo padréo (default).

3.1.1. Andlises filogenéticas

A fim de otimizar as andlises filogenéticas, antes de sua execucao foi feita a escolha do
modelo evolutivo de substituicdo de nucleotideos no programa JModelTest 2 (DARRIBA et
al., 2012) utilizando o Critério Bayesiano de Schwarz (BIC) para a sele¢do da arvore mais
verossimil obtida a partir do algoritmo PHYML (GUINDON & GASCUEL, 2003). O modelo
de Hasegawa—Kishino—Yano (HASEGAWA et al., 1985) foi o0 que apresentou o melhor ajuste
quanto a substituicdo de nucleotideos, corrigindo a taxa de heterogeneidade usando
distribuicdo-gama com sitios invariados (i.e., HKY+G+l). Esse modelo foi utilizado para
todas as analises filogenéticas.

A reconstrucdo filogenética foi feita a partir de dois métodos probabilisticos—Maxima
Verossimilhanca (FELSENSTEIN, 1981) e Inferéncia Bayesiana (HUELSENBECK et al.,
2001). A analise de Maxima Verossimilhanca (ML, Maximum Likelihood) foi feita no
programa RAXML v8.0 (STAMATAKIS, 2014) e o suporte dos ramos foi calculado por
bootstrap nao-paramétrico com 1.000 réplicas.

A andlise de Inferéncia Bayesiana (Bl, Bayesian Inference) foi feita no programa
MrBayes 3.4 (RONQUIST & HUELSENBECK, 2003) utilizando o modelo acoplado de
Cadeia de Markov e Monte Carlo (MCMCMC). Quatro cadeias de Markov simultaneas foram
executadas para 100.000.000 geracBes com arvores amostradas a cada 1.000 geracOes. As
26.000 arvores iniciais foram descartadas como burn-in. Probabilidades posteriores foram

calculadas a partir do consenso das arvores restantes.
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A confiabilidade da amostragem bayesiana foi verificada para o parametro livre de cada
amostra utilizando a estatistica effective sample size (ESS) implementada no programa Tracer
1.5 (RAMBAUT & DRUMMOND, 2009). As analises foram checadas para convergéncia
plotando o valor da verossimilhanca logaritmizada (log-likelihood) contra o tempo de geracéo
para cada modelagem realizada e todos os parametros apresentaram ESS maior que 300,
indicando performance confiavel. Os terminais da arvore filogenética foram classificados
dentro do grupo de regiBes biogeogréficas a partir da localidade de origem do espécime
utilizado no sequenciamento.

As distancias entre os haplétipos foram estimadas pelo modelo de Kimura de dois
pardmetros (k2p) utilizando o programa PAUP* 4.0b10 (SWOFFORD, 2001). Esse método
mede a distancia entre pares de sequéncias estimando a propor¢do de nucleotideos diferentes

entre duas ou mais sequéncias (KIMURA, 1980).

3.1.2. Analises filogeograficas

Foram realizadas analises filogeograficas objetivando compreender a variacdo genética
intraespecifica de M. riparius. A diversidade genética foi estimada para todas as populagdes
conjuntamente e para cada conjunto populacional separadamente utilizando o programa
DnaSP 5.10.01 (LIBRADO & ROZAS, 2009). Foi calculado o numero total de sitios, nUmero
de sitios variaveis (S), nimero total de mutacdes (Eta), nimero de haplétipos (h), diversidade
haplotipica (Hd), variancia da diversidade haplotipica (Hd Var), desvio padrdo da diversidade
haplotipica (Hd SD), diversidade de nucleotideos por sitio (m), varidncia da diversidade de
nucleotideos por sitio (x Var), desvio padrao da diversidade de nucleotideos por sitio (m SD),
theta por sequéncia a partir do numero de sitios variados (0 Seq) e theta por sitio a partir do

namero de sitios variados (0 Sit). Theta é igual 2Nu para um gene autossémico de um
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organismo diploide, onde N é o tamanho populacional efetivo e p é a taxa de mutacdo de
nucleotideos por sitio em cada geracao.

Também foram feitos dois testes de neutralidade, Tajima D (TAJIMA, 1989) e Fu-Fs
(FU & LI, 1993), para avaliar se os dados desviam da hipotese nula de tamanho populacional
constante. Esses testes foram realizados no programa Arlequin 3.5.1.2 (EXCOFFIER et al.,
2005) a partir de 10.000 simulagdes para gerar e testar a hipotese nula.

Para entender a estruturacdo populacional de M. riparius foram realizadas duas
abordagens: (1) construcdo de uma rede de hapl6tipos (distribuicdo dos haplotipos pelos
conjuntos populacionais previamente definidos) usando o algoritmo median-joining no
programa Network 4.6.1.3 (BANDELT et al., 1999); (2) Analise de Variancia Molecular
(AMOVA) para avaliar o quanto da variagdo encontrada esti presente entre e dentro dos
grupos previamente definidos através de comparacdes entre os resultados obtidos pelo indice
de fixacdo (Fst). O Fst indica a quantidade de variacdo genética dos conjuntos populacionais,
permitindo inferéncias de fluxo génico (HOLSINGER & WEIR, 2009). A AMOVA foi
realizada no Arlequin 3.5.1.2 com parametro K2p gerado a partir de 10.000 permutacdes e

nivel de significancia de 0,05.

3.2. Analises morfologicas

As andlises morfologicas qualitativas e quantitativas foram baseadas em informac6es
obtidas de 165 espécimes taxidermizados e em meio liquido (alcool 70°GL), depositados em
22 colecOes cientificas (Tabela 2). A maioria desses especimes tem o cranio disponivel
separadamente, sendo esse 0 Unico componente esquelético examinado. Foram examinados
57 machos, 88 fémeas e um individuo sem sexo determinado. Esse material inclui o holétipo,

parétipos e series de diferentes regiGes geogréaficas, representando a amplitude de distribui¢do
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da especie. A fim de definir os limites taxondmicos, a morfologia de M. riparius foi
comparada com a de outras espécies do grupo ruber, consideradas filogeneticamente e
morfologicamente mais proximas de M. riparius (sensu STADELMANN et al., 2007 e
MORATELLLI et al., 2013), sendo elas: Myotis elegans (N = 28), M. keaysi (N = 65), M.
midastactus (N = 30), M. pilosatibialis (N = 66), M. ruber (N = 49) e M. simus (N = 55). A
lista dos espécimes examinados esta no Apéndice 1.

A coloragdo da pelagem foi utilizada para descrever a variagdo entre 0s conjuntos
populacionais e as amostras foram observadas e fotografadas sobre condi¢des semelhantes de
iluminacdo. As andlises morfoldgicas qualitativas foram baseadas em seis caracteres cranio-
dentérios (Tabela 3), tradicionalmente usados na taxonomia de Myotis na regido Neotropical
(MILLER & ALLEN, 1928; LAVAL 1973; BARQUEZ et al., 1999; LOPEZ-GONZALEZ et
al., 2001; ROCHA, 2008; MORATELLI et al., 2011a, 2013, 2016, 2017).

As andlises morfoldgicas quantitativas foram baseadas em 16 medidas cranio-dentérias
(Figura 2; Tabela 4), e cinco medidas externas (Tabela 5), tomadas com pagquimetro digital de
precisdo 0,01 mm pelo mesmo medidor (R. Moratelli). As medidas cranio-dentarias foram
tomadas com auxilio de microscopios estereoscopicos no menor aumento possivel
(geralmente 6x). A escolha dessas medidas foi baseada nas revisdes LAVAL (1973), LOPEZ-
GONZALEZ et al. (2001), ROCHA (2008) e MORATELLI et al. (2013) para Myotis

neotropicais.
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TABELA 2. Instituicdes com cole¢des biologicas examinadas para analise de representantes
de Myotis riparius e das demais espécies do grupo ruber.

INSTITUICAO SIGLA LOCAL

Unl\_/er5|dade_ Federal R_ural do Rio de Janeiro, Colecédo ALP Seropédica, RJ, Brasil
Adriano Lucio Peracchi

American Museum of Natural History AMNH New York, NY, EUA
Carnegie Museum of Natural History CM Pittsburgh, PA, EUA
Uplver§|ty of Guyana, Centre for the Study of Biological CSBD Georgetown, Guiana
Diversity

Universidade Estadual Paulista DZSJRP Séao José do Rio Preto, SP, Brasil
Field Museum of Natural History FMNH Chicago, IL, EUA
Instltutlo de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado IEPA Belém, PA, Brasil

do Para

University of Kansas, Natural History Museum KU Lawrence, KS, EUA
Natural History Museum of Los Angeles County LACM Los Angeles, CA, EUA
Louisiana State University, Museum of Natural Science LSUZM Baton Rouge, LA, EUA
Muséum d'Histoire Naturelle de Ville de Geneve MHNG Geneve, Suica

Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro MN Rio de Janeiro, RJ, Brasil
Muséum National d'Histoire Naturelle MNHN Paris, Franca

Museum of Vertebrate Zoology, University of California MVZ Berkeley, CA, EUA
Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo MZUSP Séo Paulo, SP, Brasil
Sam Noble Oklahoma Museum of Natural History OMNH Norman, OK, EUA
Royal Ontario Museum ROM Toronto, ON, Canada
Museum of Texas Tech University TTU Lubbock, TX, EUA
Universidade Federal de Pernambuco UFPE Recife, PE, Brasil

National Museum of Natural History, Smithsonian

o g USNM Washington, DC, EUA
Institution

Zoologische Staatssammlung Miinchen ZSM Minchen, Alemanha
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TABELA 3. Caracteres morfoldgicos qualitativos analisados em M. riparius.

CARACTERES SIGLA  ESTADOS

1. Ausente
SlEee G i g 2. Superficial (apenas a marca da crista visivel)
crista sagital cs 3 Balei

4. Mediana

5. Alta

1. Ausente

2. Superficiais (apenas a marca das cristas visivel e regido levemente
Presencga e altura das CcL abaulada)
cristas lambdoides 3. Baixas

5. Medianas

6. Altas

1. Alinhado com os pré-molares e visivel labialmente
Posicéo do terceiro pré- P3 2. Alinhado com os pré-molares, nédo visivel labialmente
molar superior 3. Deslocado lingualmente e visivel labialmente

4. Deslocado lingualmente e ndo visivel labialmente

1. Inclinado
Inclinacédo do rostro IR

2. Ndo inclinado
Forma do teto da caixa
craniana (porgao superior . 1. Reta
formada pela sutura 2 Inclinada
sagittalis e parietais)
Forma da regido posterior 1. Regido mais posterior do cranio de aspecto arredondado, projetada
da caixa craniana para além do limite posterior dos condilos occipitais
(formada pelos 0ssos PCx

interparietal e
supraoccipital)

2. Regido mais posterior do cranio de aspecto achatado, ndo
projetada além da linha posterior dos céndilos occipitais
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TABELA 4. Medidas cranio-dentarias tomadas de Myotis riparius.

MEDIDAS SIGLA DESCRICAO

Comprimento total do cranio  CTC

Comprimento céndilo-canino  CCc

Comprimento c6ndilo-basal CCb
_Com_prlmento condilo- cCi
incisivos
Comprimento basal CBa
Largura zigomética LZg
Largura mastoidea LMt
Largura da caixa craniana LCx
Largura da constrigédo
. . LClI
interorbital
Largura da constricéo pos- LPO
orbital
Largqra externa dos caninos LCa
superiores
Largqra externa dos molares LMs
superiores
Comprimento da série de

. C-M
dentes superiores
Comprimento da série de
dentes molariformes M1-M3

superiores
Comprimento da mandibula Cm

Comprimento da série de

L c-m
dentes inferiores

Da regido mais posterior do occipital até a regido mais distal dos

incisivos internos

Da regido mais posterior dos condilos occipitais até a regido mais
anterior dos caninos

Da regido mais posterior dos condilos occipitais até a regido mais
anterior da pré-maxila

Da regido mais posterior dos condilos occipitais até a regido mais
distal dos incisivos internos

Da margem mais anterior do foramen magnum até a regido mais

distal dos incisivos internos

Maior largura entre 0s arcos zigomaticos

Maior largura entre os pontos extremos dos processos
mastoideos

Largura entre os pontos extremos da regido basal do esquamosal
Largura entre 0s pontos mais proximos na constri¢do interorbital

Menor largura na constri¢do pds-orbital

Menor largura entre 0s pontos extremos externos dos caninos
superiores, incluindo cingula

Maior largura entre os pontos extremos externos dos molares
superiores, incluindo cingula

Da regido posterior da borda alveolar do terceiro molar superior
até a regido anterior da borda alveolar do canino

Da regido posterior da borda alveolar do terceiro molar superior
até a regido anterior da borda alveolar do primeiro molar superior

Da regido mais posterior do processo articular até a regido mais
anterior do ramo da mandibula, onde os dentérios se conectam
Da regido posterior da borda alveolar do terceiro molar inferior
até a regido anterior da borda alveolar do canino inferior

TABELA 5. Medidas corporais externas tomadas de Myotis riparius.

DESCRICAO

MEDIDA SIGLA
Comprimento do AB
antebraco

Comprimento do 3MC

terceiro metacarpo
Comprimento da orelha OR

Comprimento dos pelos
do dorso
Comprimento dos pelos
do ventre

CPD

CPV

Do clbito até a extremidade proximal dos metacarpos, com o braco,
antebracgo e dedos dobrados em “Z”

Da extremidade proximal até a extremidade distal do terceiro
metacarpo

Da base ao apice do pavilhdo auditivo, medido no individuo em
posicéo ventral

Medido no ponto médio da linha da cintura escapular

Medido no ponto médio da linha da cintura escapular
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FIGURA 2. Medidas cranio-dentarias tomadas de Myotis riparius: 1. Comprimento total
do créanio (CTC); 2. Comprimento condilo-canino (CCc); 3. Comprimento condilo-basal
(CCb); 4. Comprimento condilo-incisivos (CCi); 5. Comprimento basal (CBa); 6.
Largura zigomatica (LZg); 7. Largura mastoidea (LMt); 8. Largura da caixa craniana
(LCx); 9. Largura da constricdo interorbital (LCI); 10. Largura da constricdo pos-orbital
(LPO); 11. Largura externa dos caninos superiores (LCa); 12. Largura externa dos
molares superiores (LMs); 13. Comprimento da série de dentes superiores (C-M); 14.
Comprimento da série de dentes molariformes superiores (M1-M3); 15. Comprimento da
mandibula (Cm); 16. Comprimento da série de dentes inferiores (c-m). Veja a Tabela 4
para a descri¢do das medidas.



20

3.3. Analises morfométricas

Para as analises morfométricas os espécimes foram alocados em unidades taxondémicas
operacionais (Operational Taxonomic Unit [OTU]), formadas pelos menores grupos
geogréficos possiveis, desde que esses apresentassem coesdo morfoldgica. Assim, as amostras
populacionais foram classificadas em 21 OTUs (Tabela 6; Figura 3). Subsequentemente essas
OTUs foram arranjadas em grupos maiores a partir dos grandes dominios biogeogréficos da

regido Neotropical, seguindo a terminologia proposta por MORRONE (2014).

TABELA 6. Unidades taxondmicas operacionais (OTUs) usadas para analisar a estruturacdo
morfométrica das populacfes de Myotis riparius, incluindo as localidades de cada amostra
populacional incluida na OTU (Pais e Estado/Provincia/Departamento), nimero de espécimes
dentro de cada OTU (N) e regido biogeografica em que esta incluida.

x REGIAO
OTU POPULACOES N BIOGEOGRAFICA
1 Costa Rica: Limén; Puntarenas; San José 3 Mesoamérica
2 Panama: Bocas del Toro; Chiriqui 3 Mesoamérica
3 Panama: Darién; San Blas 9 Mesoamérica
4 Venezuela: Apune; Barinas 4 Amazbnia
5 Venezuela: Amazonas 4 Amazbnia
Venezuela: Bolivar. Trinidad e Tobago: Trinidad Island o
6 o . . 3 Amazonia
Guiana: Barima-Waini
Guiana: Iwokrama Forest. Suriname: Para; Brokopondo A
7 . . 10 Amazonia
Guiana Francesa: Paracou
8 Col6émbia: Valle del Cauca, Tolima 5 Amaz6nia
9 Colémbia: Caqueta; Meta. Equador: Napo, Zancudo 3 Amazonia
10 Equador: Pichincha; Carchi; Esmeraldas 8 Amazbnia
11 Equador: Napo, San José de Payamino; Pastaza; Orellana 11 Amazbnia
12 Equador: Los Rios 2 Amazbnia
13 Equador: El Oro 2 Amazbnia
14 Peru: Loreto_; Pasco; Huanuco; Ucayali; Cusco; Ayacucho; 21 Amazénia
Madre de Dios
15 Brasil: Amazonas; Para 16 Amazonia
16 Brasil: Pernambuco 3 Mata Atlantica
17 Brasil: Rio de Janeiro 9 Mata Atlantica
18 Brasil: Sao Paulo 7 Mata Atlantica
19 Paraguai: Presidente Hayes; Canindeyu; San Pedro; Sapucay; 16 Cone Sul
Amambay
20 Argentina: Formosa; Jujuy; Salta 5 Cone Sul

21 Uruguai: Artigas; Tacuarembo 15 Cone Sul
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FIGURA 3. Divisbes das unidades taxonémicas operacionais (OTUs) de Myotis riparius
utilizadas como grupos independentes nas analises morfométricas multivariadas. As
diferentes cores correspondem a alocacdo dessas OTUs as regides biogeograficas em

concordancia com MORRONE (2014).
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A fim de compreender a estruturagdo populacional de M. riparius a partir da variacéo
encontrada, foram feitas analises morfométricas multivariadas exploratdrias (componentes
principais [principal components analysis, PCA]), confirmatdrias (fungdo discriminante das
variaveis canonicas [discriminant function analysis, DFA]) e um teste de significancia entre
grupos (andlise de variancia multivariada [MANOVA]) com as amostras de M. riparius
divididas nas OTUs. Para essas andlises, foram selecionadas 12 das 16 medidas crénio-
dentarias tomadas (CTC, CCi, LMt, LCx, LCI, LPO, LC, LMs, C-M, M1-M3, c-m, Cm). A
reducdo no nimero de medidas utilizadas nas anlises multivariadas tem como finalidade
diminuir o nimero de variaveis correlacionadas, reduzindo o ruido na andlise devido a
redundancia nos caracteres.

As analises morfométricas multivariadas requerem um conjunto de dados completos.
Assim algumas medidas cranianas que ndo puderam ser tomadas (menos de 5% do conjunto
de dados) foram estimadas a partir do conjunto de dados logaritmizados usando o algoritmo
EM implementado no pacote Amelia Il (HONAKER et al., 2011) para o programa R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).

As analises morfométricas multivariadas foram empregadas para (i) testar diferencas
morfométricas entre grupos; (ii) caracterizar e discriminar amostras populacionais,
explorando a variabilidade dentro da espécie; e (iii) para descrever padrdes fenotipicos de
variacdo. A morfometria linear multivariada reduz a dimensionalidade e explica a associacédo
entre as variaveis observaveis e os fatores latentes, indicando quais sdo as variaveis mais
importantes, além de permitir compreender de que maneira uma medida varia em relagdo as
demais (MONTEIRO & REIS, 1999).

Para testar se as OTUs possuem a mesma média para as diferentes medidas cranianas,
foi emprega uma Analise de Variancia Multivariada unifatorial (MANOVA), usando a

estatistica lambda de Wilk (A-Wilk) e o valor associado de F de Rao (TABACHNICK &
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FIDELL, 2014). As comparacOes par-a-par foram feitas a partir do teste Hotelling-pairwise,
onde é fornecido o valor de p com correcéo a partir do procedimento de Bonferroni para testes
maltiplos. A correcdo de Bonferroni é utilizada para corrigir problemas de madltiplas
comparagles e consiste na realizacdo de um teste t para cada par de médias com a finalidade
de proteger a taxa de erro, evitando falso positivo e falso negativo no valor de p (DUNN et al.,
1961). Devido ao baixo numero de amostras, algumas OTUs que pertenciam ao mesmo
dominio biogeografico foram fusionadas para esta analise. A MANOVA foi feita usando o
programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008) com o pacote “dplyr” (WICKHAM
etal., 2017).

Na PCA foi empregada matriz de covariancias para identificar tendéncias gerais da
variacdo no tamanho e forma do crénio do conjunto de dados, tratado como uma Unica
amostra. Esse método analisa as relagdes entre um conjunto de variaveis que podem, ou néo,
estar correlacionadas, transformando-as em um novo conjunto de varidveis nao
correlacionadas linearmente, chamadas de componentes principais (REIS, 1988). A DFA foi
realizada com bootstrap (1.000 iteracdes), para avaliar quais caracteres craniométricos que
melhor discriminam as amostras geograficas, onde a separacdo dos grupos, definidos
previamente, é obtida através da maximizacdo de uma funcdo da razdo entre a matriz de
covariancia entre e dentro dos grupos (REIS, 1988). Os métodos multivariados empregados
basearam-se na decomposi¢cdo da matriz de covariancia dos caracteres craniométricos,
incluindo a extracdo de eixos independentes de variacdo que resumam a Vvariabilidade
presente nas amostras reunidas em um sé grupo (PCA); ou na variabilidade maxima entre
grupos previamente definidos (DFA; MONTEIRO & REIS, 1999). As analises foram feitas
utilizando o programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008), com os pacotes ‘MASS’

(VANABLES & RIPLEY, 2002) e ‘Lattice’ (SARKAR, 2008).



24

A fim de reduzir possiveis ruidos por variacdo ontogenética, apenas individuos
adultos—assim classificados pela ossificacdo das epifises, identificados pela ossificacdo das
epifises (BRUNET-ROSSINI & WILKINSON, 2009)—foram utilizados nas analises
morfométricas. Analises anteriores indicaram ndo haver dimorfismo sexual secundario em M.
riparius (veja LOPEZ-GONZALEZ et al., 2001). Assim, todas as anélises aqui descritas
foram feitas com machos e fémeas agrupados. Os individuos que apresentaram 0 maior e 0
menor tamanho (aferido pelo comprimento total do cranio), foram excluidos das analises a
fim de evitar que os resultados fossem enviesados por individuos que possam conter medidas

erradas ou que representem extremos de sua populacdo (outliers).

3.4. Modelagem da distribuicdo geogréafica

Para determinar os limites geogréficos atuais de M. riparius, foram realizadas
modelagens de distribuicdo de espécies (Species Distribution Modelling [SDM]). Essas
modelagens vém sendo utilizadas na identificacdo de barreiras biogeogréaficas e inferéncias
ecologicas Uteis na identificacdo de espécies cripticas (e.g., RISSLER & APODACA, 2007;
SOLEY-GUARDIA et al., 2016). A fim de compreender o padrdo atual de distribuicdo
recuperado para M. riparius, também foram realizadas modelagens de distribuicdo passada
frente as mudancas climaticas do Quaternario a partir do periodo denominado de Ultimo
Méaximo Glacial (Last Glacial Maximum [LGM]). Modelos de distribuicdo de LGM séo
especialmente Uteis para compreender eventos de expansdo, retracdo e isolamento
populacional de determinados taxons a partir de mudangas da configuracdo espacial
decorrentes das alteracdes climaticas (e.g., TOTH et al., 2012; LEITE et al., 2016).

Para gerar os modelos foram compiladas 105 localidades de ocorréncia de M. riparius a
partir da revisdo de espécimes depositados em colegdes, sendo essa a Unica fonte de registro

geogréfico utilizada nesse trabalho. O uso de informagdes geograficas de literatura como
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fonte de ocorréncia de M. riparius foi descartada devido a dificuldade na identificacdo das
espécies de Myotis do grupo ruber, o que poderia trazer incertezas ao modelo gerado. Quando
disponiveis, as coordenadas geogréficas foram obtidas na base de dados associada ao
espécime da colecdo de depdsito ou de publicacdo original referente aos espécimes que foram
utilizados para gerar os modelos. Quando ndo disponiveis, 0s nomes associados as
coordenadas geograficas das localidades foram obtidos a partir de gazetteers (e.g., PAYNTER
& CAPERTON, 1977; PAYNTER, 1982, 1985, 1993, 1997; STEPHENS & TRAYLOR,
1983; PAYNTER & TRAYLOR, 1991; BARQUEZ et al.,, 1999; GARDNER, 2008;
PATTON et al., 2015). Todas as coordenadas foram plotadas no Google Earth (Keyhole Inc.)
e contrastadas com a informacéo da localidade para verificar se havia algum erro. Em caso de
inconsisténcias, o nome da localidade foi usado como fonte priméaria de recuperacdo das
coordenadas geogréaficas. O Apéndice 2 reline um gazetteer para as localidades de ocorréncia
de M. riparius utilizadas para gerar os modelos de distribuico.

Os modelos de distribuicdo geogréafica atual e passada foram feitos usando o programa
MaxEnt 3.4.1 (PHILLIPS et al.,, 2006) com seis varidveis climaticas (sazonalidade da
temperatura, temperatura maxima do més mais quente, temperatura minima do més mais frio,
sazonalidade da precipitacdo, precipitacdo do més mais umido, precipitacdo do més mais
seco) derivadas do banco de dados WorldClim 1.4 (HIJMANS et al, 2005;
http://www.worldclim.org/). Todas as variaveis foram utilizadas com resolucdo espacial de
2.5’ (aproximadamente 5 km). As varidveis selecionadas possuem baixa colinearidade e sao
biologicamente relevantes, e ja foram utilizadas em outros estudos com modelos de
distribuicdo de morcegos (WEBER et al., 2010; MORATELLI et al., 2011b; WEBER &
GRELLE, 2012).

A fim de trazer maior confiabilidade ao modelo de distribuicdo do LGM, foram

utilizados dois modelos climaticos distintos, CCSM4 (GENT et al., 2011) e MIROC-ESM
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(WATANABE et al., 2011). Ambos sdo modelos globais que trabalham com a média dos
dados climaticos do Holoceno pré-industrial, e que fazem inferéncias sobre o clima do
Pleistoceno-Médio disponibilizando variaveis Uteis para modelar as relagdes entre o clima e a
distribuicdo de taxons. Apesar de possuirem a mesma finalidade, esses modelos utilizam
bases de dados climéticos distintas.

Os modelos de distribuicdo geografica atual e do LGM foram gerados utilizando 10
réplicas, particionando aleatoriamente 70% das ocorréncias como treino (usadas para gerar o
modelo) e 30% como teste (para validar o modelo). A utilizagdo de réplicas é importante para
diminuir a incerteza do modelo (ja que a particdo € aleatoria) e para diminuir problemas de
falta de independéncia espacial dos pontos de ocorréncia, pois as ocorréncias tendem a ser
autocorrelacionadas no espago. Os modelos finais (atual e LGM) foram gerados a partir da
média aritméticas simples das réplicas, representando areas de alta a baixa adequabilidade
ambiental. Areas de alta adequabilidade s&o aquelas que possuem as condicdes que satisfazem
as necessidades ecoldgicas para a ocorréncia da espécie (ELITH et al., 2006). A fim de tornar
0 mapa binario, facilitando a identificacdo de areas de presenca e auséncia, usamos o limiar
(threshold) 10 percentile training presence (TPTP), onde a auséncia da espécie é atribuida a
areas com valores de adequabilidade abaixo dos 10% com menor valor para as 105
localidades. As areas de presenca sdo atribuidas as demais regides (acima dos 10%).

A estatistica Area Sob a Curva ROC (Area Under the Curve [AUC]) foi aplicada para
avaliar a performance e a confiabilidade dos modelos usando os dados de teste. Os valores da
estatistica AUC variam de 0 a 1 e quanto mais proximo de 1, maior a confianca de predicéo
do modelo; valores proximos 0,50 indicam que ndo houve nenhuma capacidade preditiva e
valores de AUC maiores que 0,75 sdo considerados como satisfatorios (DUDIK et al., 2004;

ELITH et al., 2006). Portanto, modelos com AUC < 0,75 foram descartados.
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4. RESULTADOS

4.1. Analises filogenéticas

As reconstrucdes filogenéticas de Myotis riparius (e demais espécies do grupo ruber)
por Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana apresentaram a mesma topologia
(Figura 4). M. riparius foi recuperada como um grupo monofilético suportado por altos
valores de bootstrap e probabilidade posterior.

Trés subclados foram identificados: o primeiro é formado predominantemente por
espécimes amazonicos, com um individuo da América Central e outro do Cone Sul; o
segundo clado é formado exclusivamente por amostras da Mata Atlantica brasileira; e o
terceiro clado é um grupo misto formado por espécimes do Cone Sul (agrupados em um
subgrupo menor) e espécimes amazonicos do extremo oeste da América do Sul. Essa
topologia parece indicar uma tendéncia de estruturacdo geografica, contudo, ndo foram
formados grupos reciprocamente monofiléticos.

Estimativas feita a partir de Kimura 2-parametros indicam divergéncia intraespecifica
média de 4,3% (variando de 0,2% a 6,9%) entre as sequéncias de M. riparius (Tabela 7). A
divergéncia média de M. riparius e a espécie mais relacionada (M. elegans) é de 7,0% em
média (variando de 5,1% a 9,2%). A divergéncia entre M. riparius e demais espécies do grupo
ruber variou de 9,6% a 13,0% (Tabela 7).

Em relacdo as demais espécies do grupo ruber, Myotis riparius foi recuperada como
espécie irma de M. elegans, relagdo suportada por altos valores de bootstrap e probabilidade
posterior. A linhagem formada por essas duas espécies foi a Gltima a se dividir dentro do

grupo ruber.
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FIGURA 4. Reconstrucéo filogenética das espécies de Myotis do grupo ruber a partir do cyt-b (1140 pb) analisadas com os métodos de Méaxima
Verossimilhanca (ML) e Inferéncia Bayesiana (BI). O suporte dos nos foi inferido a partir de bootstrap para ML e probabilidade posterior para

BI, sendo expressados nessa ordem na figura.

28



TABELA 7. Estimativas de divergéncia evolutiva entre sequéncias de Myotis riparius e demais espécies do grupo ruber usando analise de Kimura de 2
parametros. As cores representam as regides biogeograficas de origem das sequéncias de M. riparius, sendo: Mesoamerica = vermelho, Amazonia = verde,
Mata Atlantica = azul, Cone Sul = laranja.

Sequéncias | 4| 6 | N 20 21 22 23 24 25 26

JX130506 0,035
JX130576 0,009 0,039
JX130492 0,011 0,041 0,002
JX130515 0,009 0,039 0,000 0,002
JX130469 0,015 0,045 0,009 0,011 0,009
JX130513 0,041 0,005 0,045 0,047 0,045 0,051
JX130473 0,032 0,035 0,033 0,035 0,033 0,035 0,041
JX130474 0,026 0,041 0,028 0,030 0,028 0,034 0,047 0,032
(08 JX130490 0,041 0,047 0,047 0,045 0,047 0,053 0,053 0,053 0,049
JX130436 0,041 0,028 0,041 0,043 0,041 0,047 0,034 0,049 0,051 0,057
175 AF376866 0,035 0,037 0,039 0,041 0,039 0,045 0,043 0,043 0,037 0,043 0,051
ALP10926 0,043 0,045 0,047 0,049 0,047 0,053 0,051 0,053 0,049 0,055 0,049 0,026
ALP10927 0,043 0,045 0,047 0,049 0,047 0,053 0,051 0,053 0,049 0,055 0,049 0,026 0,004
ALP11024 0,045 0,047 0,049 0,051 0,049 0,055 0,053 0,055 0,051 0,057 0,051 0,028 0,002 0,005
JX130485 0,049 0,036 0,053 0,055 0,053 0,055 0,037 0,053 0,059 0,065 0,037 0,059 0,059 0,059 0,061
JX130486 0,059 0,045 0,063 0,065 0,063 0,065 0,047 0,063 0,065 0,067 0,043 0,065 0,065 0,065 0,067 0,009
JX130491 0,026 0,041 0,028 0,026 0,028 0,033 0,043 0,020 0,026 0,045 0051 0,039 0,043 0,043 0,045 0,055 0,065
JX130488 0,053 0,039 0,057 0,059 0,057 0,059 0,041 0,057 0,063 0,069 0,041 0,063 0,063 0,063 0,065 0,007 0,016 0,059
20 M. elegans 0,059 0,063 0,061 0,063 0,061 0,063 0,065 0,053 0,063 0,078 0,065 0,069 0071 0,071 0,074 0,065 0,072 0,063 0,074
21 M. elegans 0,057 0,061 0,059 0,061 0,059 0,061 0,063 0,051 0,061 0,076 0,063 0,067 0,074 0074 0,076 0,063 0,070 0,061 0,072 0,002

22 M. cf. elegans 0,067 0,076 0,073 0,075 0,073 0,071 0,082 0,071 0,080 0,092 0,078 0,078 0,084 0,084 0,086 0,080 0,086 0,078 0,088 0,063 0,065

23 M. pilosatibialis 0,114 0,117 0,123 0,125 0,123 0,121 0,119 0,116 0,130 0,130 0,130 0,117 0,130 0,130 0,133 0,119 0,121 0,125 0,128 0,117 0,114 0,123

24 M. pilosatibialis 0,107 0,101 0,116 0,119 0,116 0,114 0,08 0,103 0,123 0,114 0,114 0,106 0,112 0,112 0,114 0,108 0,105 0,116 0,116 0,105 0,103 0,107 0,028

25 M. pilosatibialis 0,118 0,107 0,128 0,130 0,128 0,125 0,110 0,105 0,130 0,130 0,121 0,108 0,114 0,114 0,116 0,114 0,116 0,123 0,123 0,099 0,096 0,114 0,053 0,051

26 M. simus 0,096 0,09 0,100 0,098 0,100 0,094 0,098 0,098 0,098 0,107 0,107 0,094 0,202 0,02 0,105 0,103 0,101 0,096 0,109 0,098 0,09 0,102 0,127 0,125 0,131

27 M. nigricans 0,148 0,155 0,158 0,160 0,158 0,146 0,160 0,155 0,170 0,162 0,151 0,151 0,155 0,155 0,158 0,158 0,163 0,167 0,158 0,143 0,141 0,167 0,158 0,141 0,162 0,160
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4.2. Analises filogeogréaficas

Foram recuperados 18 haplotipos para 19 sequéncias do gene mitocondrial cyt-b (Hd =
99,4%). Apenas um haplétipo foi compartilhado por mais de um individuo, estando na
populacdo amazénica. Os demais haplotipos foram exclusivos para apenas um espécime
(Tabela 8). A diversidade nucleotidica para toda a espécie foi alta (= = 4,1%), com variacao
intrapopulacional entre 1,7 e 3,2% (Tabela 8). A diversidade haplotipica e nucleotidica foi
consideravelmente alta para todos os conjuntos populacionais, apresentando virtualmente o
mesmo valor de Hd para todos os conjuntos populacionais, e valor de m mais baixo para a
Mata Atlantica em relacdo a Amazonia e Cone Sul (Tabela 8). A estrutura intrapopulacional
de M. riparius da Mesoamérica ndo foi incluida nos testes, pois apenas uma sequéncia esta
disponivel para essa regiao.

O teste de neutralidade D de Tajima indicou valores negativos para todos os conjuntos
populacionais e para toda a populagdo analisada conjuntamente (Tabela 8). Valores negativos
estdo relacionados a uma grande quantidade de alelos raros presentes em altas frequéncias, o
que indica que a populacdo pode estar em processo de expansdo ap0s um estrangulamento
genético recente que causou uma exclusdo seletiva de alelos. Contudo, o teste FS de Fu
indicou valores positivos para cada conjunto populacional, indicando retracdo populacional
para todos os conjuntos populacionais, embora tenha indicado valor negativo quando todas as
populacdes foram analisadas continuamente (Tabela 8). E importante ressaltar que néo houve
significancia estatistica para os dois testes de neutralidade aplicados.

A andlise de variancia molecular indicou que a variagdo genetica é praticamente a
mesma dentro das populagdes e entre as populagdes (Tabela 9). O indice de fixacdo geral foi
significante (Fst = 0,538; p = 0,003), indicando que existe tendéncia a estruturacdo entre as

populagdes.
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Os indices de fixacdo entre os diferentes conjuntos populacionais indicam existir uma
tendéncia de estruturacdo populacional para os individuos da Mata Atléntica em relacdo
aqueles de populagdes da Amazénia e Cone Sul (Fst > 0,60; p < 0,05). J& os demais conjuntos
populacionais apresentaram menores valores do indice de fixagdo entre si. Além disso, essa
andlise indica que as populacdes da Mesoamérica da Amazonia sdo panmiticas (Tabela 10).

A rede de hapl6tipos ndo apresentou compartilhamento de hapl6tipos entre os conjuntos
populacionais geograficos e os haplotipos foram agrupados em pequenos clusters bem
distribuidos pelas populagdes, ndo havendo haplétipo central na rede (Figura 5). A rede indica
uma sutil tendéncia a estruturacdo espacial, concordando com o que foi obtido pela
reconstrucéo filogenética.

TABELA 8. Diversidade haplotipica e testes de neutralidade de Myotis riparius. As métricas
incluem: nimero de amostras (N amostras), niumero de sitios (N sitios), nimero de sitios
variaveis (S), numero total de mutacGes (Eta), numero de haplétipos (h), diversidade
haplotipica (Hd), variancia da diversidade haplotipica (Hd Var), desvio padrdo da diversidade
haplotipica (Hd SD), diversidade de nucleotideos por sitio (m), variancia da diversidade de
nucleotideos por sitio (& Var), desvio padrdo da diversidade de nucleotideos por sitio (m SD),

theta por sequéncia a partir do nimero de sitios variados (6 Seq) e theta por sitio a partir do
ndmero de sitios variados (0 Sit).

METRICAS AME;(I)CA AMAZONIA ATNAAI\\IT'I"AI\CA CONE SUL TOTAL
N amostras 1 10 4 4 19

N sitios 1140 1140 1140 1140 1140
S - 99 25 72 90
Eta - 101 25 72 94

h - 9 4 4 18
Hd - 0,978 1,000 1,000 0,994
Hd Var - 0,002 0,031 0,031 0,000
Hd SD - 0,054 0,177 0,177 0,019
T - 0,032 0,017 0,032 0,041
T SD - 0,004 0,007 0,012 0,002
0 Seq - 34,995 13,636 39,273 25,750
0 Sit - 0,036 0,018 0,034 0,046
Tajima D - -0,680 -0,732 -0,692 -0,587
p - 0,246 0,255 0,267 0,442
Fu-Fs - 0,360 3,556 1,760 -3,820

p - 0,351 0,582 0,503 0,478
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TABELA 9. Analise de variancia molecular de Myotis riparius.

VARIAGAO  DF.  UiN0ADGS  DAVARIANCIA  DAVARIAGAO.
Entre populagdes 3,0 838,889 57,592 53,9
Dentro das populacdes 15,0 738,900 49,600 46,1
Total 18 1577.789 106.852 100

TABELA 10. Valores do indice de fixacdo (Fst. diagonal inferior) e de significancia
estatistica (p-value; diagonal superior), para as amostras de Myotis riparius. Valores em
negrito indicam alta significancia estatistica.

GRUPOS MESOAMERICA AMAZONIA ATEAIQ\IT'I"AI\CA CONE SUL
Mesoamérica p =0,999 p =0,195 p=0,416
Amazbnia -0,658 p =0,001 p = 0,089
Mata Atlantica 0,362 0,663 p = 0,027
Cone Sul 0,207 0,123 0,637

. . JX130436
@ Mesoamérica

@ Amazodnia
@ Mata Atlantica
@ Cone Sul

JX130486

JX130485

JX130490 JX130506
JX130488
JX130491
AF376866
JX130473
O 0]
JX130474 ALP10926
ALP10927
JX130469

AM261891 ALP11024

JX130576
JX130515

JX130492

FIGURA 5. Rede de haplétipos de Myaotis riparius construida a partir de sequéncias de cyt-b.
As cores indicam as localidades de origem do haplétipo/individuo.
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4.3. Analises morfométricas

No geral, as amostras da Mata Atlantica (média do comprimento do antebrago [XAB] =
34,9 e média do comprimento total do cranio [XCTC] = 13,7) e Cone Sul (XAB = 34,7 e
XCTC = 13,8) apresentaram tamanho menor quando comparadas com as amostras da
Amazonia (XAB = 36,2 e XCTC = 14,1) e Mesoamérica (XAB = 36,9 e XCTC = 14,2). Outras
medidas contrastando os grupos entre as diferentes regides biogeograficas estdo disponiveis
na Tabela 11.

A analise de variancia multivariada indicou pouca diferenca significativa geral entre o0s
conjuntos populacionais (A-Wilk = 0,074; F = 3,023). Os resultados da andlise par-a-par
corrigido pelo procedimento de Bonferroni indicou que ndo ha diferenca significativa entre o0s
grupos, com excecdo das amostras do Peru (OTU 14) que apresentou diferenca significativa
entre o conjunto de amostras da Mata Atlantica e do Paraguai (Tabela 12).

As andlises morfometricas multivariadas baseadas nas dimensfes cranianas ndo
recuperaram estruturacdo geogréafica de M. riparius a partir das amostras delimitadas pelas
OTUs. Também ndo foi verificado qualquer indicio de descontinuidade entre as amostras.
Contudo, houve uma sutil tendéncia de agrupamento das populagdes dentro de uma mesma
regido biogeografica. Os grupos da Mata Atlantica e Cone Sul foram o0s que apresentaram a
maior sobreposicdo. Por outro lado, 0s grupos da Mata Atlantica e da América Central
(Mesoameérica) apresentaram pouca sobreposicao (Figura 9). Apesar dessa sutil estruturacéo,
existe ampla sobreposicdo entre os grupos da Amazbnia com as demais amostras

populacionais (Figura 9).
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FIGURA 6. Variacdo dos caracteres cranianos qualitativos em Myotis riparius. Abreviacdes para as cristas sagital de lambdoides sdo: AUS =
ausente, SUP = superficial, BAl = baixa, MED = média, ALT = alta. Abreviagdes para a posi¢do do P3 sdo: D-O = deslocado e oculto em vista
lateral, D-NO = deslocado e ndo oculto em vista lateral, ND-O = ndo deslocado e oculto em vista lateral, ND-NO = n&o deslocado e ndo oculto
em vista lateral. Os nimeros de individuos utilizados na analise estdo distribuidos no eixo y.
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FIGURA 7. Vista dorsal (esquerda), ventral (centro) e lateral (direita superior) do crénio e
vista lateral da mandibula de Myotis riparius para cada regido biogeografica. A. Darién,
Panama (USNM 310255 [hol6tipo]); B. Paracou, Guiana Francesa (AMNH 266366); C. Rio
de Janeiro, Brasil (ALP 10927); D. Jujuy, Argentina (OMNH 18891).
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Os dois primeiros componentes (PC1 e PC2) foram responsaveis por 84,2% da variagdo
morfométrica (Figura 5A). Os demais componentes foram responsaveis, individualmente, por
menos de 2% da variacdo e por isso foram desconsiderados. Devido aos valores positivos
apresentados pelas correlagbes vetoriais (Tabela 13), assume-se que o0 primeiro componente
principal (PC1) corresponde ao tamanho, enquanto o segundo componente principal (PC2)
corresponde ao tamanho e & forma do crénio. As medidas relacionadas ao comprimento total
do crénio e do rostro estdo fortemente relacionadas ao PC1, enquanto medidas relacionadas a
largura da caixa craniana, largura mastoidea e largura do processo pos-orbitario apresentam
menor correlagdo com o primeiro componente (Figura 9B).

Apesar da sobreposi¢éo, os resultados revelam que as amostras populacionais da Mata
Atlantica e Cone Sul (Figura 9A; azul e laranja, respectivamente) compreendem individuos
com cranios menores, em média, que aqueles da Mesoamérica (Figura 9A; vermelho) e da
maioria dos grupos da Amazonia (Figura 9A; verde). Além disso, amostras populacionais da
Mesoamérica e Amazonia estdo amplamente sobrepostas quanto ao tamanho do cranio.

O primeiro e segundo eixos da analise de funcdo discriminante (DF1 e DF2)
apresentaram, respectivamente, 43,7% e 19,4% da variacdo total (Figuras 9C). Ao longo do
primeiro eixo da Mata Atlantica e Cone Sul (Figura 9C; azul e laranja, respectivamente) se
diferenciam parcialmente das amostras da Amazonia e Mesoamérica (Figura 9C; verde e
vermelho, respectivamente), ndo havendo qualquer distin¢cdo ao longo do segundo eixo. As
amostras da Mesoamérica revelaram-se mais similares as da Amazb6nia, com ampla
sobreposicdo ao longo dos dois primeiros eixos. As medidas cranianas relacionadas ao
comprimento do crénio apresentaram coeficientes de correlacdo positivos e com altos valores
(Tabela 13), indicando que essas medidas tiveram a maior contribuicdo no modelo, sendo

mais Uteis para a distin¢do parcial destes grupos.



TABELA 11. Medidas de amostras selecionadas de Myotis riparius com a variacgdo morfométrica e nimero de numero de
amostras (N). As medidas estdo em milimetros (mm).

MEDIDAS MESOAMERICA AMAZONIA MATA ATLANTICA CONE SUL
MEDIA (MIN - MAX) N MEDIA (MIN - MAX) N MEDIA (MIN - MAX) N MEDIA (MIN - MAX) N

cT 87 (81-93) 9 83 (75-93) 61 75 (70-84) 5 84 (87-90) 28
Orelha 13 (12-14) 9 12,0 (10-13) 55 10 (9-11) 5 13 (9-14) 24
Peso 5(5-6) 3 5(3-7) 41 5(4-7)5 6(4-7) 26
AB 36,9 (35,2-39,1) 14 36,2 (33,0-37,8) 85 34,9 (32,5-38,6) 15 34,7 (31,8-36,3) 30
3MC 33,8 (21,9-36,1) 14 33,6 (30,7-36,5) 78 32,9 (31,8-33,7) 10 32,5 (29,2-34,5) 29
CPD 7(6-7)3 6 (5-8) 59 6(5-7)6 7 (5-8) 21
CPV 5(5-6) 3 5 (4-7) 59 5(4-6) 3 6 (4-8) 21
cm 10,30 (10,02-10,68) 15 10,18 (9,31-11,31) 84 9,83 (9.41-10,51) 19 9,92 (9,62-10,33) 25
c-m 5,71 (5,56-5,94) 15 5,62 (5,05-6,08) 93 5,44 (5,32-5,71) 19 5,51 (5,25-5,78) 30
cTC 14,25 (13,91-14,77) 15 14,13 (13,18-15,15) 94 13,77 (13,27-14,48) 18 13,87 (13,39-14,49) 36
CCi 13,45 (13,06-13,94) 15 13,29 (12,13-14,28) 94 12,94 (12,36-13,64) 18 13,07 (12,62-13,52) 36
LMt 7,28 (6,98-7,62) 15 7,24 (6,76-7,82) 95 7,01 (6,65-7,61) 18 7,12 (6,65-7,68) 31
LCx 6,47 (6,19-6,78) 15 6,48 (5,96-7,01) 95 6,45 (6,30-6,75) 19 6,53 (6,18-6,84) 35
LCI 4,77 (4,56-5,06) 15 4,66 (4,33-5,15) 95 4,57 (4,38-4,75) 19 4,58 (4,30-5,04) 35
LPO 3,56 (3,38-3,77) 15 3,49 (3,13-3,79) 95 3,48 (3,29-3,62) 19 3,53 (3,27-3,78) 34
LCa 3,80 (3,66-4,01) 15 3,83 (3,47-4,32) 95 3,65 (3,48-3,95) 19 3,66 (3,45-3,91) 33
LMs 5,72 (5,58-5,86) 15 5,68 (5,26-6,05) 95 5,43 (5,19-5,72) 19 5,47 (5,16-5,76) 35
C-M 5,33 (5,11-5,61) 15 5,26 (4,73-5,69) 95 5,10 (4,87-5,52) 19 5,15 (4,96-5,37) 36
M1-M3 2,04 (2,91-3,19) 14 3,02 (2,69-3,20) 95 2,88 (2,74-3,05) 19 2,92 (2,79-3,03) 36
CcCc 12,56 (12,24 ~13,04) 15 12,40 (11,31-13,35) 94 12,07 (11,49-12,68) 19 12,22 (11,75-12,77) 36
CChb 13,20 (12,84-13,67) 15 13,00 (11,84-14,04) 94 12,68 (12,13-13,56) 18 12, 83 (12,17-13,33) 36
CBa 12,02 (11,65-12,42) 15 11,89 (10,80-12,77) 92 11,53 (10,90-12,42) 19 11,65 (11,22-12,10) 36

LZg

8,99 (8,80-9,36) 9

9,07 (8,54-9,97) 52

8,68 (8,15-9,40) 8

8,72 (8,54-9,01) 13




TABELA 12. Valores de p para o teste de Hotelling par-a-par corrigidos pelo procedimento de Bonferroni obtidos por Analise de Variancia
Multivariada aplicada a 12 medidas cranianas de Myotis riparius classificados em 21 unidades taxondmicas operacionais. Valores
estatisticamente significantes estdo destacados em negrito. Asterisco indica falha na analise devido a diferencas no tamanho amostral.

OTUs 1,2,3 4,5,6 7 8,9 10 11 12,13 14 15 16, 17,18 19 20
4,5,6 3,936
7 17,184 2,816
8,9 35,776 51,098 56,538
10 48,191 14,316 36,067 65,488
11 13,538 1,864 25,770 30,910 62,703
12, 13 62,195 58,915 54,219 * * 76,386
14 15,587 0,757 10,315 40,447 61,228 11,242 42,222
15 28,599 0,932 13,973 35,553 46,640 7,042 44,628 10,095
16, 17, 18 0,192 3,474 0,151 56,141 1,266 0,045 18,852 0,030 0,272
19 0,297 1,446 0,079 36,175 1,652 0,090 30,122 0,006 0,238 53,685
20 27,766 50,302 11,661 * * 32,263 * 8,743 31,767 43,823 53,583
21 2,594 4,342 3,044 69,518 10,555 2,154 44,168 2,681 2,670 31,904 7,508 46,358

38
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TABELA 13. Coeficientes de correlagdo (loadings) dos componentes principais e fungdes
discriminantes das analises morfométricas multivariadas aplicadas 12 medidas cranianas de

Myotis riparius.

COMPONENTES PRINCIPAIS

FUNCOES DISCRIMINANTES

MEDIDAS

CP1 CP2 FD1 FD2
Cm 0.433 -0.214 -3.712 -0.043
c-m 0.213 -0.252 1.862 -4.646
CTC 0.525 0.032 -1.511 3.140
CCi 0.498 -0.098 2.287 -2.596
LMt 0.254 0.525 -0.634 5.273
LCx 0.173 0.653 1.542 -7.518
LClI 0.140 0.017 0.067 1.231
LPO 0.075 0.307 1.462 -1.280
LCa 0.152 -0.064 -3.190 -1.232
LMs 0.193 -0.212 -2.369 2.181
C-M 0.208 -0.134 -0.796 1.472
M1-M3 0.128 -0.117 -5.952 -0.628
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FIGURA 8. Anélise de componentes principais (A e B) e das Funcdes Discriminantes (C e
D) de Myotis riparius. Os conjuntos populacionais foram dividios conformes as OTUs
determinadas e a coloracdo indica a regido biogeogréafica, sendo: vermelho = Mesoamérica,
verde = Amazonia, azul = Mata Atlantica e laranja = Cone Sul. Os nomes para as legendas
das medidas utilizadas no grafico estdo disponiveis na Tabela 5.
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4.4. Analises morfoldgicas

4.4.1. Coloragéo da pelagem

As amostras identificadas como Myotis riparius apresentaram marcante variagcao
morfolégica, sobretudo entre os grandes conjuntos divididos a partir das regides
biogeograficas. No geral, a maior parte dos espécimes de M. riparius de toda a &rea de
distribuicéo apresentou pelagem dorsal unicolorida, variando de castanho-escura a castanho-
clara com tonalidades avermelhadas ou alaranjadas. J& a pelagem ventral é bicolorida, com
pouco ou acentuado contraste entre as bandas, sendo a base mais escura e o dpice mais claro,
variando de castanho-amarelada a dourada. Uma descri¢do das variagOes por cada regido
biogeografica esta disponivel abaixo.

Espécimes da Mesoamérica apresentam pelagem dorsal lanosa, longa (CPD 6,6-7,8
mm) e unicolorida, variando de castanho-escura (e.g., ROM 99936) a castanho-avermelhada
semelhante a cor da canela em p6 (e.g., FMNH 180728). Ja a pelagem ventral é bicolorida
com bastante contraste entre as bandas, com a base castanho-clara e o apice amarelo palido
(Figura 6A).

Os espécimes da Amazonia apresentaram a maior variacdo da coloracdo. Individuos de
El Oro, no Equador, apresentaram pelagem dorsal lanosa, longa (CPD 6,6) e unicolorida,
amarelo-escura (e.g., TTU 102438). A pelagem ventral é bicolorida com pouco contraste
entre as bandas, sendo a base amarelo-escura e o apice dourado (Figura 6B). Por outro lado,
espécimes de Paracou, Guiana Francesa, apresentaram pelagem dorsal longa (CPD 6,6-7,2)
e unicolorida de coloracdo castanha (e.g., AMNH 266366), enquanto a pelagem ventral é
bicolorida, com forte contraste entre as bandas, sendo a base castanho-escura e apice
amarelo-creme (Figura 6C). Outra variacdo da coloracdo também esta presente em
individuos do Pard, Brasil, que apresentam pelagem dorsal longa (CPD 6,3-7,4) e

unicolorida de coloragdo castanho-alaranjada brilhante (e.g., USMN 549517). A pelagem
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ventral € bicolorida com pouco contraste entre as bandas, sendo a base levemente mais
escura que o apice, que possui coloracdo laranja (Figura 6D).

A maior parte dos espécimes da Mata Atlantica apresentou pelagem dorsal um pouco
mais curta (CPD 5,8-7,1) quando comparada as amostras da Amazonia e Mesoamérica. A
pelagem dorsal € unicolorida, castanho-escura ou castanho-avermelhada (e.g., ALP 4573). A
pelagem do ventre é bicolorida, com notavel contraste entre as bandas, sendo a base de
coloracdo castanho-escura e o &pice variando de castanho-claro a amarelo-creme (Figura
6E). E importante ressaltar que alguns individuos da Mata Atlantica possuem pelagem
dorsal castanho-avermelhada (e.g., ALP 6623), assim como 0 comumente encontrado em
individuos da Amazonia, contudo, aparentemente essa é uma condi¢do bastante rara nessa
populacéo.

Espécimes do Cone Sul possuem pelagem dorsal unicolorida variando de castanho-
enegrecida a castanho-avermelhada. A pelagem ventral é bicolorida com acentuado
contraste, onde a base varia de castanho-médio a castanho-escuro e o apice geralmente é

amarelo-claro (Figura 6F).

4.4.2. Ocorréncia e desenvolvimento das cristas sagital e lambdoides

Caracteres cranianos apresentaram variacdo interpopulacional, especialmente para as
cristas sagital e lambdoides, que variaram de altas na maioria dos individuos da Amazonia
até ausentes em uma parcela consideravel das amostras da Mata Atlantica e Cone Sul
(Figura 7). Mais da metade dos espécimes provenientes da Mesoamérica (60%)
apresentaram a crista sagital superficial ou baixa, enquanto 26% apresentaram crista
mediana e 13% apresentaram a crista sagital alta. Padréo inverso é encontrado em individuos
da Amazonia, onde 78% dos possuem crista média ou alta, 15% possuem a crista baixa e

apenas 6% possuem crista superficial. Na Mata Atlantica predominam individuos com crista
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sagital baixa ou mediana (77%). No Cone Sul predominam individuos com crista sagital
superficial ou baixa (86%). Nessas popula¢des ndo ha individuos com crista sagital alta, e

cerca de 10% dos individuos de ambas as regides biogeogréaficas ndo possuem crista sagital.

A maior parte dos espécimes da América Central possui cristas lambdoides baixas ou
médias (86%), enquanto uma minoria possui as cristas superficiais (14%). Nenhum dos
individuos mesoamericanos possui cristas lambdoides altas. J& na Amazonia existe uma
maior variacdo desse carater: 41% possui cristas médias, em torno de 25% para cristas
baixas e 25% para cristas altas os demais (8%) possuem cristas lambdoides superficiais ou
ausentes. Na Mata Atlantica e Cone Sul a maior parte dos individuos tem cristas lambdoides
variando de superficiais a baixas (75% para ambas regides biogeogréaficas) e uma minoria
com cristas médias (8% para Mata Atlantica e 3% para Cone Sul), com uma parte
consideravel das amostras dessas popula¢Ges ndo possui cristas lambdoides (16% e 22%

para Mata Atlantica e Cone Sul, respectivamente).

4.4.3. Posicao do terceiro pré-molar superior

A posicdo do terceiro pré-molar superior (P3) mostrou varia¢do para as amostras da
Mesoamérica e Amazonica, predominando individuos com P3 alinhado a série de dentes
(ndo deslocado) e visivel em posicdo labial (ndo oculto). Contudo, a outra metade das
amostras dessas regides biogeograficas correspondem a individuos com P3 alinhado ou
deslocado, estando ou ndo visivel em vista lateral. J& em amostras da Mata Atlantica e Cone
Sul esse carater apresentou-se menos variavel e quase todos o0s espécimes possuem o P3

alinhado e visivel em vista lateral (Figura 7).
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FIGURA 9. Variacdo da coloracdo da pelagem dorsal e ventral, respectivamente, em Myotis
riparius. A. Darién, Panama (USMN 310255; holétipo); B. EI Oro, Equador (TTU 102438);
C. Paracou, Guiana Francesa (AMNH 266366); D. Para, Brasil (USMN 549517); E. Rio de
Janeiro, Brasil (ALP 4573); F. Entre Rios, Argentina (MLP 2048). Fotos: A-D, Ricardo
Moratelli; E, Roberto L.M. Novaes; F, Maria Ayelen Lutz.



45

4.4.4. Inclinagéo do rostro
Espécimes com rostro inclinado representaram a maior parte da amostra (61%) da
América Central, enquanto na Amaz6nia, Mata Atlantica e Cone Sul predominaram quase

totalmente os espécimes com rostro ndo inclinado (Figura 7).

4.4.5. Forma do teto e da regido posterior da caixa craniana

A forma do teto da caixa craniana e a forma da regido posterior da caixa craniana
foram dois carateres que apresentaram propor¢cdes semelhantes de variacdo em todos os
grupos populacionais, predominando individuos com teto da caixa craniana inclinada e
regido posterior da caixa craniana ndo projetada (Figura 6). Uma prancha com vistas dorsal,
ventral e lateral do cranio e vista lateral da mandibula, sintetizando as formas cranianas mais

frequentes nas diferentes regides biogeogréaficas esta disponivel na Figura 8.

4.4. Modelagem de distribuicdo

Dos 105 registros compilados para M. riparius, 10 sdo da América Central, 62 da
porcdo norte da América do Sul (Floresta Andina, Escudo das Guianas e Bacia Amazonica),
13 da Mata Atlantica do leste do Brasil e 20 do Cone Sul. O modelo de distribuicédo atual
apresentou AUC média de 0.803. Os modelos LGM apresentaram AUC média de 0,795 para
CCSM4 e de 0,792 para MIROC (Tabela 14). A precipitacdo do més mais seco e
precipitacdo do més mais chuvoso foram os pardmetros que mais contribuiram para 0s
modelos (Tabela 15), indicando que regides com uma combinagéo de altas temperaturas e
elevada precipitagdo anual com baixa sazonalidade climéatica sdo mais adequadas para as
populagcbes de Myotis riparius (Figura 10A). O modelo binério de distribuicdo atual (Figura
10B) indicou que M. riparius possui distribuicdo fortemente associada com ambientes
florestais, ndo ocorrendo em ambientes abertos, como os habitats xerofiticos da Caatinga, as

fitofisionomias savanicas do Cerrado e os Llanos venezuelanos.
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TABELA 14. Valores da estatistica AUC aplicados aos modelos de distribuicdo geografica
atual (SDM) e no Ultimo Maximo Glacial obtido pelo modelo climatico CCMS4 e MIROC.
Réplicas que apresentarem AUC menor que 0,75 foram excluidas dos modelos finais.

REPLICA AUC SDM AUC CCSM4 AUC MIROC
1 0.789 0.839 0.738
2 0.737 0.798 0.76
3 0.827 0.801 0.819
4 0.784 0.745 0.819
5 0.843 0.757 0.773
6 0.699 0.838 0.715
7 0.749 0.768 0.828
8 0.687 0.706 0.747
9 0.806 0.74 0.753
10 0.771 0.764 0.741
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Os dois modelos climaticos utilizados para modelar a distribuicdo de M. riparius no
Ultimo Maximo Glacial, CCSM4 (Figura 10A e B) e MIROC (Figura 10C e D)
apresentaram predicGes distribucionais semelhantes. Esses modelos indicam que ha
aproximadamente 22 mil anos existiam mais &reas adequadas para a ocorréncia de M.
riparius do que atualmente, especialmente na por¢do central da América do Sul. Além disso,
0s modelos de LGM indicam uma possivel conexdo entre as popula¢des do norte e do sul da
América do Sul devido a um continuo de areas com altos valores de adequabilidade. Assim
como no modelo de distribuicdo atual, indicagdes de ocorréncia no sul do Chile nas ilhas do

Caribe provavelmente séo erros de comisséo.

TABELA 15. Porcentagem de contribuicdo de cada variavel utilizadas para gerar 0s
modelos de distribuicdo atual e passada de Myotis riparius.

CODIGO DO PORCENTAGEM DE

VARIAVEIS WORLDCLIM CONTRIBUICAO
Precipitacdo do més mais seco Bl1014 33,8
Precipitagdo do més mais chuvoso BIO13 31,0
Temperatura maxima do més mais quente BIO5 19,3
Sazonalidade da precipitacdo (coef. de variacdo) BIO15 7,1
Sazonalidade da temperatura (desvio padréo *100) B104 5,8

Temperatura minima do més mais frio BIO6 3,0
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FIGURA 11. Modelos de distribuicdo de Myotis riparius para o Gltimo méximo glacial
(LGM) com mapa de adequabilidade ambiental e mapa binario obtido com o limiar 10
percentile training presence (area em vermelho). Mapas A e B foram obtidos com o modelo
climatico CCSM4 e mapas C e D com o0 modelo climatico MIROC-ESM.
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5. DISCUSSAO

5.1. Estruturacéo populacional

Os resultados das andlises filogenéticas e filogeograficas indicam que ha uma tendéncia
a estruturacdo geogréafica para as populacdes de M. riparius, contudo, essas ndao formam
grupos reciprocamente monofiléticos. Os resultados das analises de variancia molecular
suportam essa tendéncia a estruturacdo, mostrando que existe um estrangulamento parcial do
fluxo génico entre as populacdes do norte e do sul da América do Sul, enquanto as populagdes
da Amazbnia e Mesoamérica estdo em panmixia. Além disso, a variacdo genética
intrapopulacional é tdo grande quanto a variacdo interpopulacional para os diferentes
conjuntos de M. riparius definidos a partir da regido biogeogréafica. As evidéncias genéticas
sdo congruentes com os resultados morfologicos e morfométricos, que recuperam uma sutil
estruturacdo geografica das populacbes. As populacdes do norte e sul da América do Sul
apresentam diferencas na coloracdo, em alguns caracteres cranio-dentarios e no tamanho.
Assim, as populacGes da Amazoénia e Mesoameérica sdo, em geral, formadas por individuos
com maiores dimens@es corporais, com cristas mais altas e com coloracdo mais clara do que
0s representantes das populacdes da Mata Atlantica e Cone Sul. Indicios dessa variacdo ja
haviam sido reportados por outros autores, mas sempre a partir de uma linha Unica de
evidéncia—geralmente a morfolégica—e para cenarios geograficos mais restritos (veja
LAVAL, 1973; MORATELLI et al., 2013; NOVAES et al., 2017).

As variagdes genética e morfoldgica das populages, com tendéncias a estruturacdo
geogréfica, ainda que ténue, podem ser explicadas por recentes eventos de separacao, capazes
de acumular pequenas distingdes genéticas e morfologicas, embora ainda ndo tenham tido
tempo suficiente para promover total isolamento. Hipo6teses baseadas em evidéncias genéticas

e paleontoldgicas indicam que a diversidade do género Myotis decorreu de rapidos processos
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de especiacdo, onde alguns milhares de anos podem ser suficientes para gerar linhagens
distintas a partir de um ancestral em comum (STADELMANN et al., 2007; LU et al., 2013,
GUNNELL etal., 2017).

Os dois indices de neutralidade utilizados apresentam informacdes divergentes sobre a
demografia historica de M. riparius. O teste D de Tajima apresentou valores negativos, o que
indica que as populacdes podem estar em processo de expansdo apds um estrangulamento
genético recente que causou uma exclusio seletiva de alelos (RAMIREZ-SORIANO et al.,
2008). Ja o teste FS de Fu, opostamente, indicou que estd havendo uma retracdo das
populacbes. O FS de Fu é um teste mais robusto quando comparado com o D de Tajima,
especialmente para amostras pequenas, como o caso desse estudo (veja RAMIREZ-
SORIANO et al.,, 2008). Portanto, acreditamos que esse teste apresente uma maior
confiabilidade na interpretagdo da historia evolutiva de M. riparius. Além disso, o teste de
neutralidade de FS de Fu possui forte congruéncia com os modelos de distribuicdo geogréfica

feitos a partir da adequabilidade ambiental atual e no Gltimo maximo glacial (LGM).

5.2. Distribuicéo

Myotis riparius € uma espécie amplamente distribuida pela regido Neotropical. A
localidade de ocorréncia mais ao norte, confirmada pela revisao de espécimes em cole¢oes, é
em Cariari, Provincia de Limén, Costa Rica (e.g., LSUMZ 12974). A distribuicdo de M.
riparius se estende para a América do Sul, ocupando todos os biomas florestais a leste dos
Andes. Myotis riparius possui ocorréncia em todos 0s paises sul-americanos, com excegao do
Chile. A ocorréncia mais austral dessa espécie, confirmada a partir de espécime depositado
em colecdo, é Tacuarembo, no Uruguai (e.g., AMNH 205541). A partir de revisdo de

literatura, NOVAES et al. (2017) indicam a ocorréncia de M. riparius para Honduras.
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Contudo, nossa revisdo ndo encontrou espécimes depositados em cole¢Bes que pudessem
confirmar essa ocorréncia.

WILSON (2008, p. 479) indica que M. riparius ocorre em praticamente toda América
do Sul a leste dos Andes, até o limite austral de 35°S. Em revisdo sobre a espécies, NOVAES
et al. (2017) j& suscitam a duvida da ocorréncia dessas espécies na diagonal de areas abertas e
secas da América do Sul. Mesmo ap0s uma extensa revisdao em cole¢des bioldgicas, ndo
foram encontrados espécimes provenientes das areas de savana meésica e Xxerofitica da
diagonal de &reas abertas da América do Sul.

Os modelos de distribuicdo geogréfica indicaram que M. riparius possui distribui¢do
fortemente associadas a ambientes florestais, com elevada pluviosidade e sazonalidade
climética pouco acentuada em comparacao as areas xerofiticas ou de maiores latitudes. Além
disso, as areas de baixa adequabilidade indicam que M. riparius esta ausente dos ecossistemas
abertos e semiaridos da Ameérica do Sul (Caatinga, Chaco Seco, Cerrado e Llanos). As
pequenas incursdes de M. riparius na Caatinga e Cerrado estdo em areas Umidas que mantém
relictos florestais semideciduais, que naturalmente possuem maiores indices de pluviosidade
do que as zonas vizinhas mais aridas (OLIVEIRA-FILHO & RATTER, 2002; TABARELLI
& SANTOS, 2004). Indicacbes de ocorréncia no sul do Chile e nas ilhas do Caribe podem ser
interpretadas como erro de comissdo, ja que (i) representam provincias biogeogréaficas
isoladas; e (ii) revisdes taxonémicas envolvendo representantes de Myotis dessas localidades
ndo reportam a ocorréncia de M. riparius (LAVAL 1973; NOVAES et al., 2017).

O modelo de distribuicdo atual recupera uma quebra da distribuicdo de M. riparius,
indicando um possivel isolamento das populagdes do leste do Brasil e Cone Sul daquelas da
porcdo norte da América do Sul e Ameérica Central, corroborando os resultados das
estruturagdes genética e morfolégica recuperados para M. riparius. Ja os modelos de

distribuicdo para o dltimo maximo glacial (LGM) mostram que durante o Gltimo méximo
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glacial, no Pleistoceno (= 20 mil anos; CLARK et al., 2009), existiu uma maior area de
adequabilidade ambiental para M. riparius, indicando que possivelmente as populacGes de M.
riparius de toda a América do Sul estavam conectadas, 0 que pode ter suportado uma grande
populacdo panmitica distribuida em grande parte da Mesoamérica e América do Sul. Contudo,
mudancas climaticas no Pleistoceno tardio causaram modifica¢des na cobertura vegetacional,
com expansdo das areas savanicas, formando a diagonal seca da América do Sul—uma regido
atualmente composta por ecossistemas xerofiticos e semiaridos (WERNECK, 2011). Tais
mudancas isolaram a Amaz6nia e Mata Atlantica, separando-as por um corredor de &reas
secas e ambientes abertos, 0 que pode ter sido responsavel pelo processo de fragmentacédo e
reducdo populacional de M. riparius, resultando em um isolamento entre as populagdes do

norte e do sul da América do Sul, como é recuperado atualmente pelo modelo atual.

5.3. Histdria evolutiva

A andlise conjunta das evidéncias genéticas, morfoldgicas e de modelagem da
distribuicdo atual e passada sustentam a hipdtese de que Myotis riparius era formada por uma
grande populagdo panmitica no intervalo Mioceno—Pleistoceno que sofreu uma fragmentacéo
e um isolamento parcial recente de suas populacfes. Essa hipGtese esta de acordo com 0s
eventos de especiacdo por vicariancia sustentados pela Teoria dos Refugios (HAFFER, 1969;
VANZOLINI & WILLIAMS, 1981).

Diversas evidéncias apontam eventos de expansdo e retracdo das florestas tropicais
durante o Quaternario, criando pontes florestais que conectavam a Amazénia e a Mata
Atlantica (FLENLEY, 1979; DE OLIVEIRA et al., 1999; COLINVAUX et al., 2000; VIVO
& CARMIGNOTTO, 2004; WERNECK, 2011). Esses eventos sdo considerados responsaveis
pela grande diversidade alcangada por muitos grupos biolégicos, incluindo anfibios, répteis,

aves e mamiferos terrestres (VANZOLINI & WILLIAMS, 1981; BRUMFIELD &
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CAPPARELLA, 1996; D’HORTA et al., 2011; AMARAL et al., 2013; DAMASCENO et al.,
2014; GUTIERREZ et al., 2014).

Por voarem longas distancias e serem capazes de ultrapassar formacdes geograficas que
séo consideradas barreiras para diversos vertebrados (RUSSELL et al., 2005; MENEZES JR.
et al., 2008), a diversificacdo dos morcegos explicada a partir de eventos vicariantes é
geralmente negligenciada. Recentemente, evidéncias genéticas indicam que a diversificacdo
dos morcegos filostomideos na América do Sul foi, mais frequentemente, em decorréncia de
eventos de dispersdo (ROJAS et al., 2016). Contudo, nem todas as espécies de morcegos
possuem a mesma vagilidade. No geral, espécies de Myotis neotropicais possuem tamanho
reduzido e utilizam éreas de vida pequenas (WILSON & LAVAL 1974; NOVAES et al.,
2017). Além disso, comumente, a evolucdo de Myotis é explicada a partir de especiacéo
alopétrica, muitas delas relacionadas a mudancas climaticas do Quaternario (FURMAN et al.,
2012; LU et al., 2013).

Um estudo filogeografico realizado com Myotis myotis Borkhausen 1797, uma das
espécies de maior distribuicdo da Europa, encontrou forte estruturacdo populacional e a
hipdtese sustentada pelos autores indica a atuacdo de eventos de isolamento a partir de
mudancas climaticas da ultima glaciacdo (CASTELLA et al., 2001). Resultado semelhante foi
encontrado para Myotis pilosus Peters 1869 da China, que apresentou marcada estruturacdo
populacional explicada pela teoria dos refagios pleistocénicos (LU et al., 2013). Na América
do Sul, MORATELLI et al. (2017) indicam que a origem de Myotis attenboroughi Moratelli
et al. 2017, Unica espécie de morcego endémica da ilha de Tobago, pode ter sido a partir das
mudancas climéaticas no final do dltimo maximo glacial, aumentando o nivel do mar e
isolando as populagdes insulares desse morcego das demais do continente. Essa hipdtese pode

ser sustentada por evidéncias genéticas que indicam que grandes massas de agua (ca. 15 km)
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podem significar barreiras geograficas efetivas para o fluxo génico de Myotis de pequeno
tamanho (CASTELLA et al., 2000).

As mudancas climaticas do Quaternario também estdo relacionadas com padrdes de
variacdo em outros grupos de morcegos na América do Sul. Um estudo filogeografico indicou
que a estruturagio populacional de Desmodus rotundus (E. Geoffroy 1810), espécie de ampla
distribuicdo e com grande vagilidade, pode ser explicada a partir da Teoria dos Reflgios
(MARTINS et al., 2009).

Myotis é o género de morcego mais rico em espécies da América do Sul, com 21
espécies validas (WILSON, 2008; MORATELLI et al., 2013; MORATELLI et al., 2017).
Ainda assim, estudos que abordaram a variabilidade genética do género indicam que a
diversidade conhecida é subestimada, existindo complexos de espécies cripticas ainda nao
descritas (LARSEN et al., 2012). Considerando nossos resultados sobre a estruturacdo de M.
riparius e os demais estudos filogeograficos de Myotis no mundo, é provavel que as
mudancas climaticas do Quaternario tenham atuado fortemente na diversificacdo desse género

na América do Sul. Contudo, essa hipoOtese ainda é especulativa e precisa ser testada.

5.4. Variagao populacional e implicagdes taxondmicas

A marcante variacdo geografica de M. riparius ao longo de sua area de distribuicéo
suscitou a hipétese de que as populacdes do norte e do sul da América do Sul poderiam estar
estruturadas em duas ou mais subespécies (NOVAES et al., 2017), o que nos levou a realizar
esse estudo. As evidéncias genéticas e os modelos de distribuicdo indicam que M. riparius
passou por um processo recente de separacdo das populagdes decorrentes das flutuacOes
climéticas e vegetacionais do Quaternario. Esses cenario explica as variagdes morfologicas

para os diferentes conjuntos populacionais.
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A altura das cristas sagital e lambdoides foram o0s caracteres que apresentaram a maior
variacdo estruturada entre as populacdes. Espécimes da regido norte da América do Sul
possuem cristas mais altas quando comparadas com a de espécimes da Mata Atlantica e Cone
Sul. A altura das cristas esta relacionada ao ancoramento do musculo temporal, que possui
forte ligacdo com a mastigagdo (MAYNARD-SMITH & SAVAGE, 1959). Portanto, as
cristas mais altas nas populagbes amazoOnicas podem ser uma resposta adaptativa local
relacionada a dureza dos alimentos consumidos (FREEMAN, 1984) e ndo necessariamente
refletir uma apomorfia do grupo.

As cristas sagital e lambdoides altas tém sido apontadas como um bom carater para
separagdo das espécies do grupo ruber daquelas do grupo albescens; e frequentemente M.
riparius tem sido reportada na literatura como uma espécie que apresenta crista sagital alta
(LAVAL, 1973; SIMMONS & VOSS, 1998, LOPEZ-GONZALEZ et al., 2001;
MORATELLLI et al., 2013). Entretanto, observamos que altura varia geograficamente, com
predominancia de estados diferentes desse carater em diferentes regides (e.g., alta no norte e
baixa no sul). Além disso, ha ainda consideravel variacdo local, com individuos da mesma
localidade apresentando diferentes alturas de cristas, o que impede que esse carater seja usado
como diagnostico para a espécie.

A posicao do P3 deslocado para o lado lingual e oculto em vista lateral também ja foi
usada como um carater diagnéstico para separar M. riparius das demais congéneres, exceto
M. simus (veja LAVAL, 1973; LOPEZ-GONZALEZ et al., 2001). Contudo, nas amostras
aqui examinadas predomina o P3 alinhado com os demais dentes superiores e ndo oculto em
vista lateral. O que observamos é que ha uma maior frequéncia do P3 deslocado e oculto em
amostras do norte da América do Sul em comparacdo as amostras do sul da América do Sul,
mas a grande variacdo encontrada, tanto inter- quanto intrapopulacional, impede que esse

carater seja utilizado na diagnose da espécie, como ja discutido por DIAS & PERACCHI
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(2007, 2008) para amostras do Sudeste do Brasil. Além disso, ja foi demonstrado que o P3
deslocado e oculto também ocorre em baixas frequéncias em outras espécies de Myotis, tanto
do grupo ruber quanto do grupo albescens (veja DIAS & PERACCHI, 2008; MORATELLI
et al.,, 2011c, 2013). Assim como as cristas sagitais, esse carater ndo deve ser usado
isoladamente como diagndstico para a espécie.

As recentes revisdes para Myotis neotropicais tem indicado que a coloragdo da pelagem
€ um importante carater para a separacdo das espécies (MORATELLI et al., 2011a, 2013,
2017). Observamos que Myotis riparius apresenta grande variacdo na coloragcdo, com aparente
estruturacdo geogréafica. No geral, espécimes da América Central apresentam pelagem
castanho-escura a castanho-avermelhada; espeécimes da Amazbdnia possuem pelagem
consideravelmente mais clara que as formas das demais regides, variando de castanho-clara a
castanho-alaranjada até uma pelagem amarela brilhante; ja as formas da Mata Atlantica e
Cone Sul apresentam pelagem geralmente mais escura, variando de castanho-escura a
castanho-avermelhada. Espécimes de todas as regides possuem pelagem dorsal unicolorida e
pelagem ventral bicolorida, sendo a base mais escura, semelhante as outras espécies do grupo
ruber (LAVAL, 1973; MORATELLI et al., 2013; MORATELLI & WILSON, 2014). Esse
padrdo de bandeamento (dorsal unicolorida e ventral bicolorida) mostrou-se um carater bem
conservado em M. riparius, e pode ser utilizado para a identificacdo dos espécimes, desde que
usado em combinagdo com outros caracteres.

A inclinacdo do rostro ndo se mostrou um carater Gtil para a identificacdo de Myotis
riparius, com a maior parte das amostras apresentando o rostro ndo inclinado, sem qualquer
indicio de variagdo geogréafica para o carater; sendo esse o estado predominante para a
maioria das outras espécies. A forma do teto da caixa craniana e forma da regido posterior da
caixa craniana mostraram-se altamente variaveis inter- e intrapopulacionalmente, sendo

também pouco informativas para a identificagdo de M. riparius.
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No geral, espécimes do sul da América do Sul (Cone Sul e Mata Atlantica) possuem
tamanho menor do que as amostras do norte da America do Sul e Ameérica Central. Esse
padrdo é inverso ao encontrado para Myotis albescens, espécie que também possui ampla
distribuicdo na regido Neotropical, onde individuos menores sdo encontrados no norte da
América do Sul (MORATELLI & OLIVEIRA, 2011). Além disso, nossos resultados
divergem do esperado pela Regra de Bergmann, que sustenta que em espécies de ampla
distribuicdo existe uma variacao clinal relacionada a latitude, onde individuos mais proximos
da linha do Equador (&reas mais quentes) tendem a ser menores que aqueles em latitudes mais
elevadas (MEIRI et al., 2007). A falta de relacdo entre a variacdo do tamanho de Myotis
riparius e a latitude, contrariando a regra de Bergmann, pode ser um indicativo de que exista
um gargalo entre populacdes do norte e do sul da América do Sul.

Anélises morfométricas multivariadas ndo recuperaram qualquer descontinuidade entre
0s grupos definidos a partir da morfologia e geografia. A AMOVA ndo indicou haver
diferencas significativas entre os diferentes conjuntos populacionais que pudessem evidenciar
a separacgdo entre os grupos. Entretanto, ha uma satil tendéncia a estruturacéo geogréafica.

Com base nos nossos resultados, consideramos que M. riparius € uma Unica linhagem,
satisfazendo o conceito filogenético de espécie (veja ZACHOS, 2016). Além disso, a
congruéncia dos resultados moleculares, morfoldgicos e morfométricos—indicando uma sutil
tendéncia a estruturacdo geografica sem formacdo de grupos reciprocamente monofiléticos e
auséncia de descontinuidades morfoldgicas e de apomorfias para 0s conjuntos populacionais

analisados—indica que M. riparius € uma espécie monotipica.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A congruéncia de todas as evidéncias analisadas sugere existir uma tendéncia a
estruturacdo geografica, embora ndo tenham sido recuperados grupos reciprocamente
monofiléticos. Acreditamos que essa tendéncia a estruturacdo seja decorrente de uma historia
evolutiva complexa. Nossos resultados sugerem que ha aproximadamente 20.000 anos,
durante o Pleistoceno, Myotis riparius possuia uma grande populacdo panmitica distribuida
por toda regido Neotropical. Contudo, mudancas climaticas do Pleistoceno ao final do Ultimo
Méximo Glacial resultaram em uma reducdo das areas mais adequadas a sua ocupacao,
fragmentando a populacdo e gerando um isolamento recente, ainda que parcial.

A auséncia de monofiletismo reciproco e de descontinuidades morfoldgicas para
delimitar os conjuntos populacionais indicam que M. riparius € uma Unica espécie
monotipica. No entanto, os resultados apresentaram baixo poder estatistico devido a escassez
de amostras que pudessem basear analises filogeograficas e filogeograficas mais robustas.

Embora tenhamos avancado na compreensao do status taxondmico de M. riparius, ainda
permanecem ddvidas sobre o status de algumas populacdes. Dentre essas, destacamos as
populacdes do sul da Ameérica do Sul. Assim, acreditamos que analises morfoldgicas de
espécimes adicionais e andlises filogenéticas e filogeograficas nos permitirdo avancar na
compreensdo da estruturacdo dessas populacbes—e consequentemente de seu status
taxonémico—em relacdo ao resto do conjunto compreendido como Myotis riparius.

De uma maneira geral, percebo que Myotis riparius, assim como o resto do género na
regido Neotropical, ainda é um quebra-cabecas longe de ser resolvido. Mais amostras
genéticas e morfoldgicas sdo necessarias para uma compreensdo mais refinada do real status
taxondmico das populagdes e dos processos evolutivos que estdo envolvidos na estruturagdo

de M. riparius.
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APENDICE 1

Espécimes de Myotis examinados na Colecdo Adriano Lucio Peracchi, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (ALP), cole¢es do Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de
Janeiro (MN), Universidade Estadual Paulista de Sdo José do Rio Preto (DZSJRP),
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Instituto de Pesquisas Cientificas e
Tecnologicas do Estado do Para (IEPA), Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo
(MZUSP), Royal Ontario Museum (ROM), Texas Tech University (TTU), Field Museum of
Natural History (FMNH), Museum of Natural History, Kansas University (KU), American
Museum of Natural History (AMNH), Museum of Vertebrate Zoology, University of
California (MVZ), National Museum of Natural History (USNM), Sam Noble Oklahoma
Museum of Natural History (OMNH), Louisiana State University, Museum of Zoology
(LSUMZ), Centre for the Study of Biological Diversity, Unversity of Guyana, Guiana
(CSBD), Muséum d'Histoire Naturelle de la Ville de Geneve (MHNG), Muséum National
d'Histoire Naturelle (MNHN-Paris), Zoologische Staatssammlung Miinchen (ZSM), Carnegie
Museum (CM). Espécimes ainda ndo tombados em colecbes: nimero de coletor de Cibele
Rodrigues Bonvicino (CRB) e de Jodo Alves de Oliveira (JAO).

Myotis elegans (N = 28): MEXICO: San Luis Potosi (TTU 8164); Chiapas (TTU 36157,
41147, 41148, AMNH 254674); Veracruz (KU 88398 [holdtipo], KU 93534, MVZ
167666, 167667). HONDURAS: Olancho (TTU 13299, 13345, 47926); Santa Barbara
(TTU 13348); Atlantida (TTU 84138, 84380). NICARAGUA (KU 111232). COSTA
RICA (KU 158651). BELIZE: Belize City (AMNH 256848); Mussel Creek (FMNH
58503, 121112). GUATEMALA: El Peten, Tikal National Park (FMNH 58585-58588),
El Peten (ROM 99515, 99433). EL SALVADOR (ROM 101293, 101319).

Myotis keaysi (N = 44): EL SALVADOR: Santa Ana (ROM 101273, 101352, 101353,
101356, 101357, 101430, 101433, 101465-101467, 101524). VENEZUELA: Mérida,
Montes de Milla (MNHN-Paris 1984-685, 1984-686, 1984-689). COLOMBIA: Huila,
San Agustin (FMNH 72175). PERU: Puno, Inca Mines (AMNH 15814 [hol06tipo]),
Ocaneque (MVZ 116050); Cuzco, Cordillera Vilcabamba (AMNH 214371, 233850,
233851, 233853, 233854, 233857, 236134), Hacienda Cadena (FMNH 78686);
Huanuco, 7 km por estrada NW Carpish Pass (AMNH 216117); Huanuco, Cordillera
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Carpish on Carretera Central (LSUMZ 12578, 12580, 14280, 14281, 14284, 14285,
14287, 14288); Pasco, Santa Cruz (LSUMZ 25907); Piura, 15 road km E Canchaque
(LSUMZ 19213); Ayacucho, Puncu (LSUMZ 15688); Amazonas, ca. 20 km of La Peca
by trail (LSUMZ 21488); Lambayeque, 16 km N and 25 km E Olmos (MVZ 135620,
135621); Junin, Chanchamayo (FMNH 65751). BOLIVIA: Cochabamba, Incachaca
(CM 5256); La Paz (TTU 23951).

Myotis midastactus (N = 30): BOLIVIA: Beni, Cercado (AMNH 211156 [hol6tipo], 211167
211169, 211171-211176, 211178-211184, 211190, 211192-211198); Santa Cruz,
Parque Nacional Kempff Mercado, ElI Refugio (USNM 584502). PARAGUAL:
Presidente Rayes (MVZ 144481-144484).

Myotis pilosatibialis (N = 62): MEXICO: Veracruz (CM 79435, AMNH 254676, 254677
254679); Tamaulipas (AMNH 144987-144989, 164938, 164939, 164941-164943,
164945, 164949, 164951, 164968-164972,); Oaxaca (AMNH 190162); El Salto, San
Luis Potosi (LSUMZ 4928); Tabasco (LSUMZ 7535); localidade ndo disponivel (KU
91911, 91912, 91915, 91916, 93535, 102618). GUATEMALA: Chimaltenango,
Chocoyos (FMNH 41653, 41839-41841, 41843-41846, 73366); localidade né&o
disponivel (CM 118918, 118920, 118921, KU 82104, 82105, 82108, 82109).
HONDURAS: Francisco Morazan, 1 km W Talanga (LACM 36879 [hol6tipo]); Cortes
(AMNH 265126, CM 112905, 118614, 118615). BELIZE: Toledo (AMNH 256849).
VENEZUELA: Aragua, Rancho Grande (USNM 562920, 562921); Carabobo,
Montalban (USNM 441741, 441742); Distrito Federal, Los Venados (USNM 370889);
Miranda, San Andrés (USNM 373920), Curupao (USNM 387714-387716, 387718).

Myotis riparius (N = 165): ARGENTINA: Formosa, Rio Portefio (OMNH 18889); Jujuy,
Santa Béarbara (OMNH 18890, OMNH 18891); Santa, Oran (OMNH 36219, 6221).
BRASIL: Amazonas, Barcelos (CRB 2871); Para, Mocambo (ALP 1915, 2002, 2003,
2554, 2557, 2562, 2587, 2610); Para, Belém (USNM 361782, 361788-361791); Para,
Altamira (USNM 549517, 549518); Pernambuco, Iraja (UFPE 570); Pernambuco, Rio
Formoso (UFPE 1255); Pernambuco, Agua-Preta (UFPE 1440); Rio de Janeiro, Duque
de Caxias (ALP 4356, 4357); Rio de Janeiro, Pirai (ALP 4573), Rio de Janeiro, Reserva
Biologica do Tingua (ALP 5421, 6623, 6680, 6681); Rio de Janeiro, Teresopolia (ALP
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6479); Rio de Janeiro, Macaé de Cima (JAO 1757); Sdo Paulo, Caeterus (ROM 111112,
111131, 111150); S&o Paulo, Jequitiba (MZUSP 32963, MZUSP 32964); Sdo Paulo,
Buri (MZUSP 32969, MZUSP 32970). COLOMBIA: Valle del Cauca, Hormiguero
(USNM 483949, 483951); Valle del Cauca, Rio Arroyohonda (USNM 483950);
Tolima, Carmen de Apicala (MVZ 104945, 104946); Caqueta, Rio Caqueta (FMNH
72178); Meta, Parque Natural Sierra de La Macarena (FMNH 58754). COSTA RICA:
Puntarenas, Parque Nacional Carara (FMNH 180728); Limén, Cariari (LSUMZ 12974);
San José, Fila la Maquina (LSUMZ 12928). EQUADOR: Napo (FMNH 125008,
125013); Pichincha, Santo Domingo (USNM 528567, 528568, 528570); Carchi, El
Pailon near (CM 112856); Esmeraldas, Lago Sade (CM 112857, 85344, 85345,
102883); Pastaza, Tiguino (USNM 548338, 548342, 548344548347, 574563, 574564,
TTU 84870); Orellana (FMNH 31072); Los Rios, Vinces (USNM 513482); Los Rios,
Hacienda Santa Teresita (USNM 522575); EI Oro, Reserva Ecoldgica Arenillas (TTU
85090, 102438). GUIANA: Barima-Waini (USNM 568021); Iwokrama Forest (ROM
106773, 107278, 112049, 114620, 114688, 114689). GUIANA FRANCESA:
Sinnamary, Paracou (AMNH 266366, 266376, 267523, 267524, 268589, 268591).
PANAMA: Bocas del Toro, Isla Popa (USNM 464368, 575586); Chiriqui, Cotito Near
(USNM 331916); Panama, Serro Azul (ROM 99936); Panama, Cerro Campana (USNM
306795); Panama, San Blas (USNM 335410); Darién, Tacarcuna Village Camp (USNM
306798, 310254, 310255 [holétipo], 310256, 310257, 338097). PARAGUAI:
Presidente Hayes (MHNG 1633-60, 1699-35, 1699-64, 1699-85, MVZ 144671,
144676); Canindeyu (TTU 94912, 95312, 99378); San Pedro (TTU 96372); Sapucay
(USNM 115071-115073, 115095); Amambay (USNM 554538, 554539). PERU:
Loreto, Rio Curaray (KU 158162, AMNH 71645); Pasco, Oxapampa (AMNH 230775-
230777); Huanuco (FMNH 55400); Ucayali, Balta (LSUMZ 12268, 12269, 12271);
Cusco (USNM 582876-582878, 588040, FMNH 68481, AMNH 233859, 233860);
Ayacucho, San José (LSUMZ 16631); Madre de Dios, Rio Tambopata (USNM
530919); Madre de Dios, Lago Sandoval (MVZ 157782); Madre de Dios, Manu
(FMNH 174933). SURINAME: Para (CM 68443); Brokopondo (ROM 113879,
114007, 114142). TRINIDAD E TOBAGO: Ilha de Trinidad, St. George (TTU 5467).
URUGUAI: Artigas (AMNH 205461, 205464, 205467, 205471, 205472, 205476);
Tacuarembd (AMNH 205541, 205545, 205546, 205552, 205553, 205562-205565).
VENEZUELA: Apure, Nulita (USNM 416584, 441746, 441748); Barinas, Altamira
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(USNM 441743); Amazonas, Boca Mavaca (USNM 405803, 405804); Amazonas,
Tamatama (USNM 405806); Amazonas, Capivara (USNM 409457); Bolivar, Rio
Supamo (USNM 387721).

Myotis ruber (N = 49): BRASIL: Pernambuco, Brejo da Madre de Deus (UFPE 1022, 1026,
1089), Caruaru (UFPE 1105, 1285, 1361); Bahia, Alagoas (MHNG 1884-50); Minas
Gerais, Vicosa (USNM 391140, ROM 70911, 78803-78805, 91211); Rio de Janeiro,
Teresopolis (ALP 6452, 6457, 6458, 6497, 6499, 6506, 6512, MN 3400), Reserva
Bioldgica do Tingua (ALP 6621, 6683), Macaé de Cima (JAO 1751, 1756, 1773); Séo
Paulo, Cananéia (MZUSP 27595), Boracéia (MZUSP 28359, 28367, 28368), Sao Paulo
(MZUSP 31470-31473), Buri (MZUSP 32971-32973, 32975), Salesopolis (MVZ
185692); Santa Catarina, Nova Teotonia (MHNG 1916-71); Rio Grande do Sul, Sao
Lourenco da Mata (MZUSP 1988). PARAGUAI: Sapucay, Sapucay (USNM 115097
[holdtipo], 121478); Itapua, Arroyo Pirayu (MHNG 1747-56), Santo Temembey, 4 km
amont (MHNG 1695-27); Misiones, lguazu (OMNH 18882). URUGUALI: Arroyo
Grande (MHNG 1748-47).

Myotis simus (N = 55): COLOMBIA: Amazonas (TTU 9073, 9076-9078). EQUADOR,
Amazonas (FMNH 140793); Pastaza (FMNH 43143, AMNH 71483, 71486). PERU:
Pasco, Oxapampa (USNM 364481, 364482); Loreto, Maynas (AMNH 74110); Loreto,
Rio Curanja (LSUMZ 12251, 14264); Loreto (AMNH 76244, 76252, 76253, MHNG
1694-41, 1694-42); Huanuco (LSUMZ 14262); Ucayali, Balta (LSUMZ 12249, 12250);
Ucayali, Yarinacocha (FMNH 62615, 97988). BRASIL: Amazonas, Manaus (AMNH
91475-91478, 91500); Amazonas, Borba (AMNH 91886, 91888-91891, AMNH
94224, 94225, 94227, 94230-94234); Amazonas, Parintins (AMNH 92983, 93490,
93492-93496, 93922, 93923); Amazonas, Rio Jurud (MZUSP 638, 1062, 1074);
Amazonas, Itacoatiara (MZUSP 4372); Mato Grosso do Sul, Salobra (ALP 9277).



74

APENDICE 2

Gazetteer das localidades de ocorréncia de Myotis riparius confirmadas pelo exame de
vouchers depositados em colecdes cientificas. As localidades abaixo estdo organizadas em
ordem alfabética por pais e pela maior unidade politica secundéaria dentro do pais (e.g., estado,
provincia, regido ou departamento). A apresentacdo das localidades especificas seguiu da
maior para a menor unidade geografica (e.g., Estado, Municipio, Vila). Quando disponiveis,
as coordenadas geogréaficas foram recuperadas diretamente das informacgfes associadas aos
espécimes nos museus ou das publicacbes originais que citam o depdsito do espécime

analisado.

ARGENTINA

Formosa (Provincia de)
Rio Porteno, km 64, a 5 km al sur de Estancia Sta. Catalina (24°56'S, 59°12'W).
Jujuy (Provincia de)
Laguna La Brea, 25 km antes de Palma Sola, sobre Ruta 1, Santa Barbara (23°56'S, 64°28'W).
Misiones (Provincia de)
Acceso a Cataratas, Parque Nacional de Iguazl (25°40'S, 54°26'W).
Salta (Provincia de)
Piquirenda Viejo, 6 km W de San Martin (22°21'S, 63°53'W).
Isla de Cafas, 25 kmal S por ruta 18 (23°00'S, 64°33'W).
40 km de Ruta 50, por Ruta 18, camino de inspeccion del gasoducto paralelo al camino de San
Andrés (23°05'S, 64°38'W).
Santiago del Estero (Provincia de)
Pellegrini (26°01'S, 64°08'W).
Tucuman (Provincia de)
Burruyact (26°30'S, 64°45'W).
Tafi Viejo, 5 km SW Siambén (26°44'S, 65°16'W).
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BRASIL

Amazonas (Estado do)
Barcelos, Estrada Barcelos-Caurés, Km 10, Sitio do Sr. Francisco (01°03'S, 62°56'W).
Manaus (03°01'S, 60°09'W)

Para (Estado do)
Altamira, 52 Km SSW, E Banco Rio Xingu (03°39'S,52°22'W).
Belém, Area de Pesquisas Ecoldgicas do Guama (01°25'S, 48°17'W).
Belém, Utinga (01°25'S, 48°26'W).
Mocambo (03°06'S, 56°34'W).

Pernambuco (Estado do)
Agua-Preta, Fazenda Camardo (08°45'S, 35°28'W).
Iraja, Reserva Bioldgica Serra Negra (08°39'S, 38°01'W).
Rio Formoso, Reserva Bioldgica Saltinho (08°43'S, 35°10'W).

Rio de Janeiro (Estado do)
Angra dos Reis, Ilha Grande (23°10'S, 44°11'W).
Cachoeiras de Macacu, Reserva Ecolégica de Guapiagu (22°25'S, 42°44'W).
Duque de Caxias, Raiz da Serra, Fazenda Cel. Robim (22°47'S, 43°18'W).
Macaé de Cima, Parque Estadual dos Trés Picos (22°25'S, 42°31'W).
Nova Iguacu, Reserva Biol6gica do Tingua (22°36'S, 43°26'W).
Pirai (22°38'S, 43°54'W).
Rio de Janeiro, Estacdo Bioldgica Fiocruz Mata Atlantica (22°56'S, 43°24'W).
Teresopolia, Parque Nacional da Serra dos Orgéos (22°26'S, 42°59'W).

Séo Paulo (Estado de)
Alvinlandia, Estacdo Ecoldgica dos Caetetus (22°23'S, 49°40'W).
Salesopolis, Estacdo Bioldgica de Boracéia (23°38'S, 45°52'W).

COLOMBIA

Caqueté (Departamento de)

Rio Caqueta (00°07'N, 74°40'W).
Meta (Departamento de)

Parque Nacional Natural Sierra de La Macarena (02°44'N, 73°55'W).
Putumayo (Deparatmento de)

Mocoa (01°09'N, 76°37'W).



Tolima (Departamento de)
Carmen de Apicala (04°08'N, 74°42'W).

Valle del Cauca (Departamento de)
Hormiguero, 20 Km SE Cali (03°19'N, 76°21'W).
Rio Arroyohonda, 16 Km N Cali (03°28'N, 76°22'W).

COSTARICA

Heredia (Provincia de)
Sarapiqui, Estacion Bioldgica La Selva (10°25'N, 84°00'W).
Limon (Provincia de)
Canton Pococi, Cariari (10°29'N, 83°36'W).
Puntarenas (Provincia de)
Cantones de Turrubares, Parque Nacional Carara (09°46'N, 84°36'W).
San José (Provincia de)
San José, Fila la Maguina (09°27'N, 83°32'W).

EQUADOR

Carchi (Provincia de)
El Pailon near (01°00'N, 78°14'W)
El Oro (Provincia de)
Reserva Ecologica Arenillas (03°32'S, 80°08'W).
Esmeraldas (Provincia de)
Lago Sade (00°32'N, 79°17'W)
Los Rios (Provincia de)
Hacienda Santa Teresita, Abras de Mantequilla (01°19'S, 79°28'W).
Vinces, 3 km NE, Puerto Nuevo (01°33'S, 79°44'W).
Orellana (Provincia de)
Rio Suno (00°42'S, 77°14'W).
San José de Payamino (00°30'S, 77°16'W).
Pastaza (Provincia de)
Tiguino, 130 Km S Of Coca, Mera (01°27'S, 78°05'W).
Pichincha (Provincia de)

Santo Domingo, 47 Km S (by road), Rio Palenque Science Center (00°11'S, 78°30'W).

Sucumbios (Provincia de)
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Zancudo (00°32'S, 75°30'W).
Tungurahua (Provincia de)
Né&o especificado (01°15'S, 78°31'W).

GUIANA
Barima-Waini (Regido de)

Baramita, North West of Airstrip (07°22'N, 60°29'W).
Rotaro-Sipanini (Regido de)

Iwokrama Forest (04°17'N, 58°31'W).

GUIANA FRANCESA

Sinnamary (Commune du)
Paracou (05°16'N, 52°55'W).

PANAMA

Bocas del Toro (Provincia de)

Isla Popa, 1 km SE Deer Island Channel (09°09'N, 82°07'W).

Chiriqui (Provincia de)
Cotito near (08°52'N, 82°44'W).
Darién (Provincia de)
Tacarcuna Village Camp, Rio Paya (08°09'N, 77°50'W).
Cerro Mali, head of Rio Pucro (08°09'N, 77°50'W).
Panama (Provincia de)
Cerro Azul (09°10'N, 79°24'W).
Cerro Campana (08°41'N, 79°55'W).
San Blas, Armila, Quebrada Venado, (09°03'N, 78°19'W).

PARAGUAI

Alto Paraguay (Departamento de)

Fortin Madrejon (20°37'S, 59°52'W).
Amambay (Departamento de)

Parque Nacional Cerro Cora (22°37'S, 55°59'W).
Caazapa (Departamento de)

Sapucay (26°05'S, 55°38'W).
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Canindeyu (Departamento de)
Curuguaty (24°31'S, 55°42'W).
Paraguari (Departamento de)
Paraguari (25°37'S, 57°09'W).
Presidente Hayes (Departamento de)
Retiro Mandeyu, 20 km SW in KM205 of Trans Chaco HWY (23°52'S, 58°40'W).
San Pedro (24°07'S, 56°58'W).

PERU
Ayacucho (Regiéo de)
Rio Sta. Rosa, San José (12°44'S, 73°46'W).
Cusco (Regiéo de)
Ridge Camp (11°46'S, 73°20'W).
Camisea, San Martin 3 (11°47'S, 72°42'W).
Cordillera Vilcabamba, W side (12°29'S, 73°30'W).
Consuelo, Pautarcambo (13°01'S, 71°29'W).
Camisea, Armihuari (13°18'S, 72°11'W).
Hacienda Cadena, Quispicanchi (13°24'S, 70°43'W).
Marcapata (13°30'S, 70°55'W).
Huénuco (Regido de)
Agua Caliente, Rio Pachitea (08°49'S, 74°41'W).
Leoncio Prado (09°18'S, 76°00'W).
Loreto (Regido de)
Rio Curaray (04°22'S, 73°55'W).
Madre de Dios (Regido de)
Rio Tambopata, 30 Km Up From Mouth (11°39'S, 70°33'W).
Lago Sandoval, Rio Madre de Dios (12°36'S, 69°02'W).
Mouth of Rio La Torre, S bank of Rio Tambopata, (12°51'S, 69°17'W).
Maskoitania, Manu (12°52'S, 71°17'W).
Pasco (Regiéo de)
San Pablo, Oxapampa (10°27'S, 74°52'W).
Ucayali (Regido de)
Rio Curanja, Balta (10°06'S, 71°14'W).
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SURINAME
Brokopondo (Distrito de)
Brokopondo (04°57'N, 55°11'W).
Para (Distrito de)
Zanderij (05°27'N, 55°12'W).

TRINIDAD E TOBAGO

Trinidad (llha de)
St. George (10°42'N, 61°20'W)

URUGUAI

Artigas (Departamento de)
6 km NNW Belén (30°37'S, 57°51'W).

Tacuarembo (Departamento de)
Tacuarembo, 40 km NW de Tacuarembo, #1 (31°29'S, 56°14'W).
Tacuarembo, 40 km NW de Tacuarembo, #2 (31°38'S, 56°19'W).

VENEZUELA
Amazonas (Estado del)
Tamatama, Rio Orinoco (03°10'N, 65°49'W).
Capibara, 106 Km SW Esmeralda, Brazo Casiquiare (02°36'N, 66°24'W).

Boca Mavaca, 84 Km SSE Esmeralda, 7 Km Up Rio Mavaca (02°30'N, 65°14'W).

Cerro Neblina Base Camp, left (west) bank Rio Baria (00°49'N, 66°09'W).
Apure (Estado de)

Nulita, 29 Km SSW Santo Domingo, Selvas De San Camilo (07°19'N, 71°57'W).
Barinas (Estado de)

Altamira, 7 Km NNE Altamira (08°50'N, 70°30'W).
Bolivar (Estado de)

Rio Supamo, 50 Km SE EI Manteco (07°00'N, 62°15'W).

San Ignacio de Yhuruani (05°00'N, 61°00'W).
Carabobo (Estado de)

Rancho Grande (10°21'N, 67°40'W).
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