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Resumo

Os morcegos da familia Phyllostomidae, endémicos da regido Neotropical, apresentam
notaveis padrdes de diversificagio nas formas craniofaciais que sdo associadas as
especializagdes alimentares. Entretanto, as bases genéticas e do desenvolvimento
responsaveis pela geracdo e manutencao de tais especializagdes adaptativas sdo amplamente
desconhecidas; ndo apenas nesta linhagem evolutiva, mas para vertebrados de forma geral.
Dentre os diversos genes ja investigados e associados a morfologia craniofacial, o RUNX2
apresenta amplo potencial de envolvimento causal na diversificacdo de formas observadas
em morcegos filostomideos. Repeti¢des in tandem na taxa de aminodcidos Glutamina por
Alanina (taxa Q/A), relacionadas a morfologia craniana, foram verificadas em carnivoros,
porém, o padrdo ndo se manteve quando analisadas outras linhagens de mamiferos como um
todo. Neste contexto, o presente estudo analisa, de forma pioneira, o papel da taxa Q/A na
diversificagdo morfologica craniofacial em uma linhagem especifica de mamiferos
(morcegos filostomideos) com particular adaptacao (distintas dietas, e.g. carnivoria,
frugivoria, insetivoria, nectarivoria, onivoria, sanguinivoria). Utilizou-se a abordagem de
associacdao genotipo-fendtipo através de diferentes métodos estatisticos (e.g. correlagdao de
Pearson e inferéncia Bayesiana), incluindo ainda a rela¢do entre os habitos alimentares e os
tracos genotipicos e fenotipicos como varidvel latente. As andlises foram controladas para a
nao-independéncia filogenética dos dados, empregando métodos filogenéticos comparativos.
Foram verificadas correlagdes significativas entre a taxa Q/A e diferentes medidas
craniométricas que descrevem as mudangas na morfologia integrativa do cranio, em especial
a largura e comprimento da maxila superior. Uma correlagdo positiva entre o aumento da

taxa Q/A e os habitos de frugivoria e onivoria foi verificada, sugerindo também a existéncia



de intera¢do entre o héabito alimentar e as medidas de comprimento e largura da maxila

superior, especialmente para animais frugivoros e onivoros.



Abstract

Phyllostomidae bats, a family endemic to the Neotropics, show remarkable diversification in
craniofacial forms that are associated with feed specializations. However, the genetic and
developmental bases responsible for the generation and maintenance of such morphological
adaptation are largely unknown, not only on this evolutionary lineage, but for vertebrates in
general. Among the several genes associated with craniofacial morphology so far, RUNX2
is a putative candidate to underlie diversification of forms found in phyllostomids. Tandem
repeats in the rate of Glutamine by Alanine amino acids (Q/A ratio), related to cranial
morphology, have been demonstrated in carnivores. However, such pattern was not clear
when other mammalian lineages were analyzed as a whole. In this context, the present study
examines, for the first time, the role of rate Q/A on craniofacial variation in a specific
lineage of mammals (phyllostomids) with marked feed specializations (e.g. carnivorous,
frugivorous, insectivorous, nectarivorous, omnivorous, hematophagous). The correlation
between genotypes and phenotypic traits were made with different statistical methods (e.g.
Pearson correlation and Bayesian inference), including the latent variable of diet as well.
Such analysis were controlled for the non-independence phylogenetic effect using
phylogenetic comparative methods. Significant correlations were observed between different
Q/A rates and cranial measurements, which describes changes in the integrative morphology
of the skull, especially the length and width of the upper jaw. In addition, a positive
correlation between the increase in Q/A rate and frugivorous/omnivorous diet habits was
observed, also suggesting the interaction between feed specializations, length and width of

the upper jaw, especially for fruit-eating and omnivores animals.



I. Introducao
L.I. Evoluc¢io morfoldgica e molecular

Ao longo de milhdes de anos, diferentes processos evolutivos modificaram e
adaptaram os organismos a determinados ambientes. Entretanto, dentre as mudancas
recorrentes (e.g. comportamentais, bioquimicas e fisiologicas), aquelas que envolvem

alteracdes na morfologia sdo as mais amplamente discutidas (Popadic et al. 1998).

A historia natural da maioria dos grupos animais proporciona diversos exemplos de
evolucdo morfologica ocorrendo desde tempos remotos (Gould 1989). Porém, apesar da
ampla documentacdo dessas diferencas ao longo de séculos, ainda ndo existe uma
compreensdo so6lida sobre a origem e 0os mecanismos responsaveis por tal variagdo, o que
leva a questionamentos, como por exemplo: como surgem novas morfologias? E quais sdo
as bases genéticas e do desenvolvimento correspondentes? Na ultima década, com o avango
das areas da genética molecular e do desenvolvimento, houve um amplo progresso sobre tais
questdes biologicas fundamentais, embora os processos responsaveis pelas mudancas ainda

permanecam pouco conhecidos (Hoekstra 2006).

A conexdo entre o design morfoldégico e uma dada fungdo € um questionamento
central na biologia evolutiva, sendo responsavel por padrdes naturais na distribui¢do de
espécies animais, diversificacdo filogenética e especializacdes morfologicas (Swartz et al.
2003). Assim, a abordagem integrativa desta inter-relacdo no contexto da genética evolutiva,
tal como a identificacdo de fenotipos morfolégicos conspicuos e funcionais associados a
determinados gendtipos, ¢ um tema fundamental na fronteira do conhecimento da evolucdo

bioldgica darwiniana.

14



Até muito recentemente considerou-se que as amplas diferengas fenotipicas eram
resultado de inumeras substituicdes génicas, cada uma com efeitos relativamente pequenos
(Futuyma 1986). Tal proposi¢ao foi estabelecida com base em extrapolagdes a partir de
estudos com genes housekeeping e na alta capacidade da genética de populacdes em predizer
os resultados de mudangas nas frequéncias alélicas em populagdes naturais (Popadic et al.
1998). No entanto, a partir da possibilidade de sequenciamento de DNA em ampla escala,
estudos atuais com genes que regulam o processo de desenvolvimento e genes que
codificam receptores e sinalizadores de complexas redes metabolicas sugerem que poucas
mutacdes podem ter grande efeito, afetando diretamente a morfologia (Abzhanov et al.
2006; Hoekstra 2006; Manceau et al. 2010). Alguns exemplos de mutagdes pontuais
associadas a grandes mudangas fenotipicas incluem: (i) varia¢do adaptativa na coloragdo da
pelagem no camundongo-da-praia (Peromyscus maniculatus) associada a uma Unica
mudanga ndo sindénima no gene ASIP (Hoektra et al. 2006); (ii) variagdo morfoldgica
craniofacial nas aves tentilhdes de Darwin da Ilha de Galapagos associada ao gene Bmp4
(Abzhanov et al. 2004) e a rota metabolica da calmodulina (Abzhanov et al. 2006); e (iii)
alteragdes craniofaciais relacionadas a mutagdes no gene FGFRI e FGFR2 em populacdes
humanas (Martinez-Abadias et al. 2011; Gomes-Valdez et al. 2013; Hiinemeier et al.

2014).

Entretanto, embora atualmente exista um grande volume de evidéncias empiricas de
que pequenas mudangas em regides génicas podem ter um grande efeito e contribuir
significativamente para alteracdes morfoldgicas, ainda ¢ muito discutido se as alteragdes

encontradas entre e dentro das espécies sdo produto de alteragcdes em regides controladoras
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transcritas, mas ndo traduzidas (Abzhanov et al. 2006; Shapiro et al. 2004) ou resultado de

alteragdes diretas em genes estruturais ou reguladores (Hoekstra 2006).

De maneira geral, genes que codificam fatores de transcri¢do envolvidos nos estagios
iniciais do desenvolvimento sdo altamente conservados (Vogel et al. 2006; Nei 2007).
Porém, mutagdes que levam a alteragdes na expressdo ou ainda na estrutura de uma proteina
regulatoria podem afetar de maneira indireta, porém determinante, uma rede de outros genes
sujeitos a regulacdo pela proteina alterada e que ndo apresentam nenhuma modificacdo em
sua estrutura molecular original (Carroll 2003). Sendo assim, compreender de que forma
mudangas na regulacdo génica podem alterar o fendtipo ¢ consideravelmente mais complexo

do que a investigagdo de mudancgas génicas estruturais (Wray et al. 2006).

Nesse contexto, a abordagem de mudancas estruturais em genes candidatos ¢ uma
alternativa direta para iniciar investigagdes de associacdo gendtipo-fendtipo em populacdes
naturais com organismos nao-modelo, requerendo uma metodologia clara para a
identificacdo dos genes alvo, bem como o completo entendimento das redes e rotas

responsaveis pelo desenvolvimento de caracteristicas complexas (Honeycutt 2008).

L.II. Os morcegos filostomideos como estudo de caso

Dentro do contexto de mudancas evolutivas que envolvem uma série de alteragdes
morfologicas especificas, um exemplo claramente conspicuo ¢ a variagdo craniofacial

observada em morcegos filostomideos.

A familia Phyllostomidae ¢ considerada um grupo taxonOmico recente, cuja origem

data entre 35 a 40 mihdes de anos (Datzmann et al. 2010), quando comparada a outras
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subordens dentro dos Microquirdpteros (50 a 60 milhdes de anos). Os filostomideos ocupam
predominantemente a regido Neotropical, na América do Sul e Central (Wilson & Reeder
2005), representando uma radiagcdo adaptativa tinica em termos de diversidade ecoldgica e
morfolégica entre os mamiferos (Freeman 2000). Sdo reconhecidos 53 géneros e
aproximadamente 160 espécies neste grupo. Phyllostomidae apresenta especializagdes
alimentares e craniofaciais bem estabelecidas, como: nectarivoria, frugivoria, insetivoria,
carnivoria, granivoria, onivoria ¢ hematofilia (Wetterer et al. 2000; Nogueira & Peracchi
2003; Rex et al. 2010). Cada uma destas guildas troficas é representada por formas
cranianas marcadamente distintas, o que evidencia um padrdo de associag@o entre a forma e
sua fun¢do (Figura 1). As bases genéticas e do desenvolvimento responsaveis pela geracao e
manutengdo de tais especializagdes sdo ainda desconhecidas, ndo apenas nesta linhagem
evolutiva em particular, mas para vertebrados de forma geral. Um dos raros estudos que
permeiam esse tema foi o de Phillips ef al. (2013), que trata da dindmica evolutiva do fator

de transcri¢do Pax9 e a diversificagdo craniofacial em morcegos.

Neste ambito, o presente estudo busca contribuir com um passo inédito na elucidagdo
das trajetdrias genéticas que determinam caracteristicas unicas na morfologia craniofacial,
com forte evidéncia de adaptacdes para diferentes estratégias alimentares. Sugere-se que tal
diversidade ecoldgica e especializagdes originaram-se a partir de uma intrincada particdo de
recursos (Aguirre et al. 2002; Aguirre et al. 2003), sendo provavelmente responsavel pela
alta riqueza local de espécies observada nos filostomideos (Simmons & Voss 1998; Voss &
Emmons 1996). Assim, ¢ sugerido que a evolu¢do de dietas especializadas gerou requisitos
funcionais que determinam as mudangas observadas na forma do cranio (Freeman 2000;

Swartz et al. 2003; Monteiro & Nogueira 2011). A magnitude desta variacdo entre linhagens
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de morcegos filostomideos ¢ ampla e ja foi documentada através de estudos correlacionais
tanto qualitativamente quanto quantitativamente, utilizando medidas de relevancia funcional
(Freeman 2000; Swartz et al. 2003; Freeman et al. 1998; Dumont 1999, 2003; Van
Cakenberghe ef al. 2002). Um aspecto singular da variagdo fenotipica nesta familia ¢ o

alongamento do focinho associado a nectarivoria (Monteiro & Nogueira 2011).

Nogueira et al. (2009) demonstraram que outras mudangas na forma da mandibula e
cranio, tal como o tamanho relativo de processos mandibulares, a posi¢ao e robustez do arco
zigomatico, e o tamanho e posicdo relativa da fileira de dentes, independentes da variavel
tamanho, sdo associadas com a forca da mordida. Outros estudos demonstram que a
estrutura dos dentes e composi¢des de sustentacdo do cranio sdo altamente consistentes entre
morcegos insetivoros, porém muito distintas em grupos que possuem dietas mais

especializadas (Swartz et al. 2003).
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Figura 1: Relagdes evolutivas entre as espécies utilizadas neste estudo, evidenciando a
variacdo morfologica observada na maxila superior € os habitos alimentares (legenda
interna: N, nectarivoro; F, frugivoro; I, insetivoro; H, hematofago; C, carnivoro; O,
onivoro). Espécies: A. Chrotopterus auritus, B. Diphilla ecaudata, C. Desmodus rotundus,
D. Mimon crenulatum, E. M. bennettii, ¥. Phyllostomus hastatus, G. P. elongatus, H.
Lophostoma silviculum, 1. Sturnira tildae, J. S. lilium, K. Artibeus obscurus, L. A.
Jjamaicensis, M. A. lituratus, N. A. watsoni, O. A. glaucus, P. A. gnomus, Q. Chiroderma
villosum, R. C. doriae, S. Vampyrodes caraccioli, T. Vampyressa pusilla, U. Rhinophylla
pumilio, V. R. fischerae, X. Carollia subrupha, Z. C. perspicillata, Ab. Glyphonycteris
sylvestris, Bb. Glossophaga soricina, Bc. G. commissarisi, Bd. Pygoderma bialbiatum, Be.
Anoura caudifer, Bf. A. geoffroyi, Bg. Lochophylla thomasi
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Em relagdo a denti¢do, os morcegos carnivoros também apresentam caracteristicas
particulares, com uma ponte metaestilar alongada sobre os molares superiores € um
alargamento reciproco dos protoconideos entrelacados. Tais caracteristicas sdo relacionadas
a capacidade de cortar itens alimentares ao invés de esmaga-los, sendo verificada também
em outros grupos de mamiferos. Além disso, estes morcegos possuem molares inferiores
com pequenas dareas talonideas em relagdo as dreas trigonideas e uma darea total
relativamente aumentada da fileira de dentes molares superiores. Assim, sugere-se que
ambas as caracteristicas estejam relacionadas a maior eficiéncia no corte do alimento em
relagdo a pouca eficicia de esmagamento (Freeman 1998, 2000). Além destas
caracteristicas, morcegos carnivoros também possuem mandibulas relativamente finas,
cérebro e 0rgdo pinnae grandes, eixo basicranial negativamente inclinado e massa corporal

elevada em comparagdo com as espécies unicamente insetivoras (Freeman 1984).

Os padroes morfologicos observados nas espécies carnivoras sdo reconhecidos em
menor grau entre 0s morcegos insetivoros, que se alimentam principalmente de insetos de
tegumento mole (e.g., larvas de mariposas), em contraste com aqueles que se especializaram
em presas relativamente duras e resistentes (e.g., besouros) (Freeman 1979, 1981). Os
morcegos que se alimentam de presas rigidas em geral possuem cranios robustos e dentes
fortes, caninos alongados e rosto curto e largo (Swartz et al. 2003), caracteristicas que
apresentam convergéncia com grupos filogeneticamente muito distantes, como felinos e
hienas (Freeman 1984, 2000). Estas linhagens independentes compartilham rosto curto e
largo com caninos mais proximos do fulcro da mandibula, permitindo um aumento em
volume do musculo masseter e, em alguns casos, também do musculo temporal, que sdo

determinantes da magnitude da for¢a de mordida.
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Os exemplos citados acima apresentam particularidades na morfologia especializada
em nectarivoria, carnivoria e insetivoria, representando parte da ampla variedade de
alteracdes na morfologia craniofacial j& documentada em morcegos. Essas alteragdes
marcantes na evidenciam um sistema altamente promissor em termos evolutivos para o
estudo das bases genéticas e do desenvolvimento responsaveis pelo surgimento de estruturas

adaptativas complexas.

LIIL. O gene RUNX2 e a variacdo craniofacial adaptativa

O gene RUNX2 (Runt-related transcription factor 2) ¢ considerado um dos mais
importantes fatores de transcri¢do da familia RUNX, sendo responsavel por desempenhar
um papel crucial na diferenciagdo de células 6sseas (Komori et al. 1997), e promover a
modificacdo e proliferacdo de células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos
maduros, produtores de matriz dssea durante a osteogénese (Levanon & Groner 2004). A
familia dos genes RUNX ¢é composta por trés genes: RUNXI, RUNX2 e RUNX3, que
compartilham o mesmo motivo de ligagdo ao DNA (Runt Domain). O gene RUNX2
apresenta aproximadamente 220 kb, oito éxons e duas regides promotoras, além de uma
regido de repeticdo em tandem de aminodcidos (Ziros et al. 2008). Essa regido rica em
glutamatos (Q), seguida de uma regido rica em alaninas (A), proporciona a proteina um
mecanismo de ajuste de repressdo e ativacao de diversas rotas génicas complexas para que a

transi¢do celular ocorra (Schroeder, Jensen & Westendorf, 2005).

Os estudos envolvendo o gene RUNX2 envolvem ensaios executados in silico, in vitro
e alguns modelos experimentais em animais transgénicos, como zebrafish (Flores et al.
2004) e camundongos (Komori et al. 1997; Inada et al. 1999). Além disso, estudos com
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populacdes humanas, sob a perspectiva da genética médica, demonstraram que a
haploinsuficiéncia do gene RUNX2 estd associada a displasia cleidocraniana (CCD), uma
doenca autossomica dominante que ¢ caracterizada por anomalias esqueléticas sistémicas,
provocando o encurtamento da face, anomalias na denti¢do permanente e alteragdes na
estatura dos individuos afetados (Mundlos et al. 1997; Otto et al. 2002; Napierala 2005;
Hansen et al. 2011). Entre animais modelos, camundongos knock-out para o gene

CBFal/RUNX2 apresentam uma série de malformacdes esqueléticas (Komori et al. 1997).

Transpondo esses conhecimentos para o estudo associativo de evolu¢do molecular e
morfologica, Fondon et al. (2004) avaliaram a correlacdo entre diferentes motivos de
repeticdo em sequéncia presentes em um painel de 32 genes do desenvolvimento e seus
efeitos sobre o fenotipo craniofacial em diferentes ragas de caes domésticos (Canis lupus
familaris). Os autores descreveram uma correlagdo positiva estatisticamente significativa
entre a regido de repeticdo Q/A do gene RUNX2 e o grau de inclinagao da face, resultado da
razdo entre o comprimento dorsal da face sobre o comprimento ventral (c/inorhynchy ou
dorsoventral nose bend), e tamanho da face (middle face) dos caniformes. Além disso, os
autores também evidenciaram a interagdo entre as regides poliQ e poliA como um
mecanismo de ajuste fino de ativacdo e repressdo de afinidade da proteina RUNX2 aos seus

sitios de ligacdo no DNA.

Sears et al. (2007) demonstraram que a expressdo diferencial do gene RUNX2 esta
correlacionada positivamente com o tamanho da face em carnivoros caniformes. Os autores
realizaram um ensaio funcional que demonstrou o aumento da expressdo génica decorrente
do numero de glutamatos (Q) sobre o numero de alaninas (A) presentes na regido de

repeticdo (taxa Q/A). No entanto, essa correlacdo positiva ndo € suportada quando se
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compara a taxa Q/A e o tamanho da face em determinadas linhagens de mamiferos
representantes do grande grupo Eutéria (Pointer ef al. 2012), que possuem ampla

diversidade craniofacial e diferencgas extremas em habitos alimentares.

A auséncia de um padrdo consenso nos resultados dos estudos acima citados leva aos
seguintes questionamentos: a) O quanto a taxa Q/A influencia na projecdo da face em uma
familia de mamiferos que apresenta ampla variacdo craniofacial relacionada a especializagdo
alimentar, como os morcegos filostomideos? E, b) Qual a contribui¢do do habito alimentar

para os desfechos fenotipicos observados?

Estudos morfologicos prévios com a familia Phyllostomidae sugerem uma forte
relacdo entre a morfologia craniofacial e as diferentes especializacdes alimentares (e.g.
Freeman 1988, 1981; Dumont 2004; Nogueira et al. 2005; Santana et al. 2012). Os aspectos
filogenéticos entre as espécies que compdem essa familia apresentam um padrao hierarquico
intrincado, e com incongruéncias dentre os diferentes métodos de estimativa de historia
evolutiva compartilhada testados, sejam eles inferidos através de dados moleculares ou de

tracos morfoldgicos (Davalos et al. 2012).

Phyllostomidae ¢ uma das familias de quirdpteros neotropicais melhor estudada por
abranger uma série de modificagdes cranianas em resposta a adaptagdes funcionais bem
estabelecidas e frente a variedade de habitos alimentares (Dumont 2007). Porém, como em
diversas outras linhagens de mamiferos, pouco se sabe sobre as bases genéticas que
controlam o ajuste fino dessas variagdes. A contribui¢do genética e molecular subjacente a
variagdo morfoldgica, assim como as correspondentes implicacdes na especiagdo e
diversidade fenotipica encontrada em populagdes naturais, sdo desconhecidas, o que

demonstra um campo de atuacdo promissor para estudos multidisciplinares.
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Desta forma, o presente trabalho ¢ um estudo exploratorio que visa testar a correlagdo
entre diferentes tracos fenotipicos faciais e a regido de repeticdo do gene RUNX2 em
morcegos da familia Phyllostomidae, controlando para a ndo independéncia filogenética, e
hipotetizando o papel da taxa Q/A no ajuste fino de estruturas. Também ¢ investigado se, e
como, os diferentes habitos alimentares influenciam a variabilidade desse fendtipo e sua

relacdo com a variabilidade das repeti¢des in tandem.
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I1. Objetivos
IL.I. Objetivo geral

O objetivo deste estudo ¢ identificar mudangas estruturais na regido relativa as
repetigdes glutamato-alanina (taxa Q/A) do gene RUNX2 e testar a correspondente
correlagdo com a variacdo no comprimento da face de morcegos Phyllostomidae com

diferentes habitos alimentares, controlando para a ndo-independéncia filogenética.
IL.IL. Objetivos especificos

(a) Testar a possivel correlagdo da variagdo na taxa Q/A com a variacdo morfologica

da maxila superior de representantes da familia Phyllostomidae;

(b) Analisar a influéncia dos habitos alimentares sobre os tragos morfologicos

utilizados neste estudo.
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II1. Material e Métodos
II1.I. Amostras

Foram utilizadas nesse estudo 31 amostras pareadas de cranios e tecidos de morcegos
filostomideos representativos das distintas guildas alimentares (insetivoros, carnivoros,
frugivoros, hematofagos, nectarivoros, onivoros) de forma a abranger a ampla diversidade
craniofacial observada nessa linhagem (Tabela 2, Figural). Os espécimes foram obtidos a
partir de colaboragdo e empréstimo da colecdo cientifica de Mastozoologia da Fundagdo

Universidade Regional de Blumenau (FURB).

IIL.I1. Analises laboratoriais

A caracterizagdo genotipica foi feita através da andlise da taxa Q/A do gene RUNX2 de
31 espécies de morcegos da familia Phyllostomidae. As amostras de tecido (musculo) foram
submetidas a extracdo de DNA utilizando o protocolo de extragdo do kit comercial Tissue
Easy Blood Kit (Qiagen), seguido de um passo de amplificagdo por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) da regido de repeticdo do gene RUNX2 via nested PCR, com base em
primers e condicdes propostas por Pointer et al. (2012). As condi¢des de PCR foram
padronizadas para as diferentes espécies do presente estudo. Os produtos de PCR foram
submetidos a purificacdo pelo método enzimatico (utilizando as enzimas Shrimp Alkaline
Phosphatas e Exonuclease I) e sequenciados pelo método Sanger em um equipamento
ABI3730xI (Applied Biosystems Inc.), utilizando os mesmos primers empregados na reagao
de amplificacdo (forward e reverso). Os dados inéditos gerados serdo depositados no banco

de dados GenBank.
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As sequéncias obtidas foram analisadas no software Condon Code Aligner
(CodonCode Corporation, Dedham, MA, USA), alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW
(Thompson, Higgins & Gibson, 1994) e submetidas a um critério de sele¢do prévio, que
considerou apenas as sequéncias que apresentavam as regioes conservadas que flanqueiam a
repeticdo de aminodcidos estudada (Tabela 1). Essas regides foram utilizadas como
marcadores de referéncia para inicio e término da regido de interesse. A taxa Q/A para cada
individuo foi obtida através da razdo entre o nimero de aminoéacidos glutamato repetidos em

sequéncia e o nimero de alanina subsequentes (Tabela 2).
HILIII. Morfometria craniofacial

Os cranios foram fotografados pelo mesmo operador (TFS) utilizando uma camera
digital Nikon Pro D90, com distancia focal de 50 mm. Cada cranio foi nivelado sobre uma
base maledvel de ceramica plastica, e entdo fotografado (Figura 2A). Para a extragdo das
medidas de cada traco morfologico estabelecido (Tabela 3, Figura 2B) foi utilizado o
software AxioVision v4.9.1.0 (Carl Zeiss Microscopy, Jena), bem como um paquimetro
digital (Mitutoyo Digital, 0-150mm, 0.01). A escala métrica de cada foto (em mm) foi
calibrada por uma referéncia real sobre a base fotografada. Para testar o viés de
escalonamento das distancias entre os pontos nos comparamos as distancias mensuradas
através de fotografias e medidas tomadas com o paquimetro digital (dados nao
apresentados). Cada uma das medidas foi tomada em duplicata, e as respectivas médias

foram utilizadas para as analises de associacdo genotipo-fendtipo.

A variagdo no tamanho da maxila superior e da largura entre os arcos zigomaticos foi

representada por cinco medidas euclidianas que descrevem a variacdo de comprimento e
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largura entre pontos anatomicos importantes para a manutencdo e composi¢ao da forma

craniana de mamiferos (Velazco & Paterson, 2014).

A medida de comprimento da maxila superior (MTRL-Pal), largura entre os arcos
zigomaticos (ZB), largura da maxila superior (M2) e a largura do processo mastoide foram
corrigidas pelo comprimento total do cranio (TLS). Essa corre¢do aplicada as medidas de
largura e comprimento foi feita a partir de uma razao entre os tragos anatomicos de interesse
(MTRL-Pal, ZB, M2 e¢ MB), ¢ uma medida de dimensionalidade do cranio (TLS).
Removendo a variagdo de tamanho inserida pela diferenga no tamanho total dos cranios

entre as espécies.
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Tabela 3. Descricao das medidas de distancia utilizadas neste estudo.

Sigla Medida

Descri¢ao

MB  Largura total do cranio

7B Largura do Zigomatico

MTRL Comprimento da maxila superior

M2 Largura da maxila superior

TLS  Comprimento total do cranio

Amplitude do processo mastoide.

Amplitude dos arcos do zigomatico.

Distancia entre intersec¢@o dos incisivos a superficie
mais posterior da coroa do tltimo dente (M2 ou M3).

Largura do palato; distancia entre as margens labiais
dos alvéolos de M1.

Comprimento total do cranio; distancia entre o ponto
mais posterior na regiao occipital e o ponto mais
anterior da pré-maxila (entre os incisivos).
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TLS

Figura 2: A) Nivelamento e padronizagdo da inclinagdo craniana para a obtencdao das
fotografias. B) Medidas cranianas utilizadas neste estudo, representadas esquematicamente
por um cranio de Phyllostomus hastatus em visdo ventral. MTRL-Pal = distancia entre a
intersecdo dos incisivos € o ultimo dente (M2 ou M3); M2 = distancia entre as margens
labiais dos M1s, largura da maxila superior (M1-M1); ZB= largura maxima entre os arcos
zigomaticos; MB= Largura méaxima entre os processos Mastoides; TLS = distancia entre a

por¢ao mais posterior do occipital e a por¢do mais anterior entre 0s incisivos.
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HILIII. Correlacao fenotipo-genotipo-dieta

Para acessar as correlacdes entre os tragos morfologicos, a taxa de repeticdo Q/A e a

classificagdo de dieta foram utilizados trés métodos estatisticos:

a. Teste de correlagdao de Pearson;

b. Modelo Bayesiano de correlagdo entre taxas de substituicdo e tracos
quantitativos (Coevol; Lartillot & Poujol 2014);

C. Modelo Bayesiano de andlise filogenética multivariada de susceptibilidade

latente (Cybis et al. 2015).

O teste de correlagdo de Pearson foi aplicado como uma ferramenta exploratoria sobre
as relacdes entre os dados. A andlise feita aqui sobre os dados brutos (taxas morfométricas e
de repeticdo Q/A) estimou os coeficientes de correlagdo entre os tragos fenotipicos e
genotipicos, de forma a recuperar um padrao de correlagdo mais basal, sem acrescentar
corregdes adicionais. Em seguida, realizou-se uma andlise mais robusta para entender como
essas correlagcdes ou padrdes de covaridncia se relacionam entre si e assim possibilitar uma
compreensdo sobre como um dado gendtipo pode influenciar o fendtipo nas espécies
estudadas.

O método probabilistico de correlacdo de tragos fenotipicos (quantitativos) e
moleculares (Lartillot & Poujol, 2011) baseia-se na inferéncia de evolugao fenotipica através
de uma analise multivariada, controlando para uma historia filogenética compartilhada. Esse
método assume que os processos evolutivos sobre as taxas de substituicdo e sobre os
caracteres morfoldgicos estdo de acordo com o processo de difusdo Browniano. A transi¢ao

dos tracos fenotipicos ¢ mapeada sobre uma topologia consenso de arvore e atribuida ao
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conjunto de dados analisados, sem levar em conta a incerteza filogenética. Esse método esta
implementado sobre uma plataforma bayesiana Markov chain Monte Carlo (MCMC) e
permite testar hipdteses sobre as correlagdes entre o genotipo-fendtipo através da
mensuracao da probabilidade posterior entre os caracteres de uma matriz de covariagdo. A
correlacdo entre tracos pode ser acessada por meio da probabilidade posterior de covariagdes
negativas ou positivas entre os tragos.

Similarmente, o Modelo Filogenético Multivariado de Susceptibilidade Latente
(MFMSL) avalia a associagdo de tragos genotipicos e fenotipicos, controlando também para
a ndo-independéncia filogenética, i.e. a ancestralidade comum compartilhada. Entretanto,
essa inferéncia filogenética ¢ recuperada através de marcadores genéticos neutros e sem
assumir uma topologia de arvore a priori, portanto, levando em conta a incerteza
filogenética. Adicionalmente, esse método permite acessar os coeficientes de correlacao

entre conjuntos distintos de dados, como continuos, discretos, categéricos e binarios.

Os dois métodos citados acima se assemelham a metodologia proposta por Felsenstein
(2005) para acessar correlagdes fenotipicas através de dados continuos corrigidos por uma
inferéncia filogenética. Entretanto, o MFMSL permite estabelecer inferéncias de correlagao

entre tragos continuos e discretos no mesmo modelo preditivo.

Para recuperar a historia evolutiva compartilhada entre as espécies foram utilizados
quatro marcadores moleculares neutros: dois mitocondriais (COI Cytochrome C oxidase 1 e
CytB Cytochrome B) e dois nucleares (RAG2 Recombination activating gene 2 ¢ PLCB4
phospholipase C beta 4), totalizando 2780 pares de base (pb). As sequéncias foram obtidas
do banco de dados GenBank (Benson et al. 2004) e alinhadas no software Codon Code

Aligner (CodonCode Corporation, Dedham, MA, USA).
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Para os dados discretos foi utilizado um modelo de transicdo de estados sem
ordenagdo, bem como um modelo estocéstico de evolucdo dos caracteres sobre a arvore
filogenética, seguindo o modelo de difusdo browniano (Cybis et a/ 2015). Os habitos
alimentares foram recuperados através de buscas em bancos de dados de diversidade como o

IUCN (http://www.iucnredlist.org) e o ADW (http://animaldiversity.org) e classificados em

seis categorias alimentares: 1) Hematéfago, 2) Carnivoro, 3) Onivoro (Frugivoro,
Insetivoro), 4) Insetivoro, 5) Frugivoro e 6) Nectarivoro. O habito alimentar insetivoro
possui um status ancestral dentro dos filostomideos. Dessa forma, assumiu-se tal dieta como
representante neutra para o modelo comparativo empregado, a despeito de ainda ndo ter sido

testado modelos de seleg@o para as variaveis de dieta que corroborem a escolha.

A construc¢do do script (formato xml) de entrada para o modelo MFMSL utilizando os
dados de sequéncias concatenadas (formato nexus) para a reconstrucdo filogenética, taxa
Q/A e tracos morfologicos (formato txt), foi feita no pacote BEAUti 1.7.3. Para os dados
filogenéticos utilizou-se o modelo de substituicdo Generalised Time Reversible - GTR
(Tavaré, 1986), estabelecido previamente com base nos valores de /ikelihood para todos os
modelos avaliados, utilizando o software MEGA 6 (Tamura et al. 2013). Para estimar as
relacdes evolutivas foi utilizando o modelo de especiacao de Yule (Drummond et al., 2007)
e um modelo de relogio relaxado ndo correlacionado lognormal. Posteriormente foi
adicionado ao arquivo xml, de forma manual, a varidvel latente (dieta). O arquivo final foi
executado no software BEAST 1.8.2 (Drummond et al. 2012), utilizando trés analises
independentes, com 80 milhdes de geracdes de Cadeias de Markov e Monte Carlo,
amostradas a cada 8.000 ciclos. A convergéncia foi confirmada quando os tamanhos efetivos

de amostragem (ESS) atingiram pelo menos 200 para todos os parametros, monitorados no
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programa Tracer 1.6 (Rambaut er al. 2014). Os valores da probabilidade posterior
estatisticamente significativos para a matriz de correlagdo foram plotados na forma de um
heatmap, no pacote de andlises R (Warnes, Bolker ef al. 2012). As matrizes de correlacdo e
os intervalos de credibilidade Bayesiana (BCI) foram considerados significativos quando >

95%.

Um fluxograma das andlises b e ¢ que ilustra esquematicamente os passos conduzidos

pode ser verificado na Figura 3.
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IV. Resultados
IV.1. Repeticio in tandem do RUNX2: taxa Q/A

A amplitude de variacdo da taxa de repeticdo de aminodcidos do gene RUNX2 foi
calculada para as 31 espécies de filostomideos. A menor taxa encontrada foi 1.13 para

Mimon crenulatum, enquanto Artibeus watsoni apresentou a maior taxa: 2.33 (Tabela 2).

A varia¢do do ntimero de repeti¢des de aminoacidos em sequéncia foi entre 17-26
para a regido poliQ e entre 9-15 para a regido poliA. Nesta analise foram utilizadas as
regides conservadas que flanqueiam as repeticdes como um critério de validagdo para a
inclusdo dos individuos na andlise e para suporte de ortologia do gene entre as espécies de

Phyllostomidae (Tabela 2).

Para avaliar a existéncia de uma variagdo intraespecifica entre as espécies utilizadas
neste estudo, mais de um individuo de cada espécie foi sequenciado. O resultado desta
andlise mostrou que a taxa Q/A se mantém inalterada entre individuos de uma mesma

espécie.
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Tabela 1. Identificagdo dos espécimes utilizados neste estudo (ID, espécie e sexo) e sequéncia e extensdo da por¢do QAdo gene

RUNX2, e de suas regides conservadas flanqueadoras.

Regiio
Regido Conservada Conservada
ID FURB Espécie Sexo 1 Repeticio QA 2
SLA2054 Anoura caudifer F VVAA QQQQQQVAQQNQQNNQNQQNVAQANQQVQEAAAAAAAAAAAAAAV PRLRPPHDN
SLA3178  Anoura geoffroyi F VVAA QQQQQQQQQQQQQQQQQQQEAAAAAAAAAAAAAAV PRLRPPHDN
SLA4047  Artibeus glaucus F VVAA QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQEAAAAAAAAAAV PRLRPP
SLA4062  Artibeus gnomus M VVAA QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQEAAAAAAAAAAV PRVLPP
SLA3172  Artibeus jamaicensis L. VVAA QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQEAAAAAAAAAAAAA PRLRPPPHN
SLA2236  Artibeus lituratus M VVAA QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQEAAAAAAAAAAV PRLRPPHDN
SLA4068  Artibeus obscurus F VVAA QQQQQQNAQQQQNNQNQQNVANQVANQEAAAAAAAAAAAAA PRLRPPHDN
SLA4150 Artibeus watsoni M VVAA QQQQQQVAQQQQNNQNQQNVANQQQEAAAAAAAAAV PRLRPP
SLA3808 Carollia perspicillata F VVAA QQQQQQVQQQNVAQNQQNVAQNQEAAAAAAAAAAAAAAA PPRLPPP
SLA4039  Carollia subrupha F VVAA HQQQQQQQQQQQQQQQQQQEAAAAAAAAAAAAAAV PRLRPP---
SLA3795  Chiroderma doriae M VVAA QQQQQQNAQQQKANQNQNVAQANQNVANQQQOQEEAAAAAAAAAAAAA  PPRRPPPHN
SLA3120 Chiroderma villosum F VVAA QQ?QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQEEAAAAAAAAAAAAV PRLRPP---
SLA3356 Chrotopterus auritus M VVAA QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQEAAAAAAAAAAAAAAAAAY PRLPPPHHP
SLA2718 Desmodus rotundus M VVAA QQQQQQQQQQQQQQQQQQEAAAAAAAAAAAA PRLRPP
SLA3321 Diphylla ecaudata F VVAA QHQQQQQQQQQQQQQQQQQQEAAAAAAAAAAAAA PPPRRPPPT
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Continuagao da Tabela 1.

SLA3181
SLA2688
SLA3534
SLA3465
SLA2884
SLA2823
SLA4147
SLA4049
SLA3130
SLA3527
SLA3457
SLA3039
SLA2538
SLA3514
SLA3481
SLA2900

Glossophaga commissarisi

Glossophaga soricina
Glyphonicteris sylvestris
Lonchophylla thomasi
Lophostoma silviculum
Mimon benettii

Mimon crenulatum
Phylostomus elongatus
Phylostomus hastatus
Pygoderma bilabiatum
Rhinophylla fisherae
Rhinophylla pumilio
Sturnira lilium
Sturnira tildae
Vampyrodes caraccioli

Vampyressa pusilla

<

m £ m £ 9 £ 1 £ £ £ ™o m o

o9

VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA
VVAA

QQQRAQQRAQQAQAQAQQQAQAQQAQEAAAAAAAAAAAAAAA
QQQQRAQQRQQAQQAQQAQAQQAQQAQEAAAAAAAAAAAAAAV
RQQQQQQQQAQQQAQQQAQQQAQAQAQEAAAAAAAAAAAAAAA
QQQQRAQQQAQQQAQQQAQQQAQEAAAAAAAAAAAAAAA
QQQQRAQQRQAQQQAQQAQAQQAQAQEAAAAAAAAAAAAAAAV
QQQQRQQQQQQQAQAQQAQQQEVAAAAAAAAAAAAAV
QQQRAQQRQAQQQAQQQAQQQEAAAAAAAAAAAAAAA
QQQQRAQQAQAQQQAQQQAQQQAQQEAAAAAAAAAAAAAAA
QQQQRAQQRQAQQQAQQQAQQQAQQEAAAAAAAAAAAAAAV
QQQRAQQRAQQRAQQAQQQAQQQAQAQEAAAAAAAAAAA
QQQRAQQRAQQQAQQQAQQQAQQQEAAAAAAAAAAAAAA
QQQQRAQQQQQQAQAQQAQQAQEAAAAAAAAAAAAAAA
QQQRAQQRAQQQAQQQAQQQAQQAQEAAAAAAAAAVAVAAV
QHQQQQQRQQQQQQQQQQQEAAAAAAAAAAAAAA
QQQQARRAQQAQAQQAAAQQAQQAQEAAAAAAAAAAAAAV
QQQQRQQAQQQAQQAQQQAQQQAQAQQAQAQQEAAAAAAAAAAAAAV

PRLRPPHDT
PRLRPPHDN
PPRVPPH
PPRRPPPHN
PRLRPPHDN
PRLRPPHDN
PPRRPPPHN
PRLRPPHDN
PRLRPPHDN
PPRRPPPHN
PRLRPP
PRLRPPHDN
PRLRPPHDN
PRLRPPPHN
PRLRPP---
PRLRPP

Sexo: F (Fémea), M (Macho) e I (indeterminado no banco de dados disponivel).
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Tabela 2. Espécimess examinados neste estudo, taxa Q/A, taxas morfoldgicas utilizadas e nimero de depdsito Genbank.

ID FURB Espécie Sexo Q A Q/A MTRL/TLS ZB/MB MTRL/MB M2/MB GenBank
SLA2054 Anoura caudifer F 21 14 1,50 0,38 1,07 0,97 0,56 *
SLA3178 Anoura geoffroyi F 19 14 1,36 0,40 1,05 0,97 0,55 *
SLA4047 Artibeus glaucus F 20 10 2,00 0,34 1,09 0,63 0,74 *
SLA4062 Artibeus gnomus M 21 10 2,10 0,31 1,11 0,60 0,78 *
SLA3172  Artibeus jamaicensis I 23 13 1,77 0,38 1,19 0,75 0,81 *
SLA2236  Artibeus lituratus M 23 10 2,30 0,36 1,21 0,73 0,88 *
SLA4068 Artibeus obscurus F 23 13 1,77 037 1,20 0,72 0,82 *
SLA4150 Artibeus watsoni M 21 9 233 0,29 1,16 0,69 0,81 *
SLA3808 Carollia perspicillata F 19 15 1,27 0,35 1,10 0,75 0,65 *
SLA4039 Carollia subrupha F 18 14 1,29 0,35 1,05 0,74 0,63 *
SLA3795 Chiroderma doriae M 26 13 2,00 0,40 1,28 0,82 0,90 *
SLA3120 Chiroderma villosum F 23 12 1,92 041 1,30 0,86 0,94 *
SLA3356 Chrotopterus auritus M 23 17 1,35 0,35 1,09 0,70 0,61 *
SLA2718 Desmodus rotundus M 18 12 1,50 0,17 1,02 0,36 0,49 *
SLA3321 Diphylla ecaudata F 19 13 1,46 0,23 1,07 0,44 0,54 *
SLA3181 Glossophaga commissarisi M 21 15 1,40 0,37 1,02 0,87 0,55 *
SLA2688 Glossophaga soricina | 20 14 1,43 0,38 1,01 0,88 0,55 *
SLA3534 Glyphonicteris sylvestris F 20 15 1,33 0,41 1,07 0,84 0,66 *
SLA3465 Lonchophylla thomasi F 18 15 1,20 0,35 1,04 0,87 0,56 *
SLA2884 Lophostoma silviculum F 19 15 1,27 0,36 1,06 0,78 0,61 *
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Continuacao da Tabela 2.

SLA2823
SLA4147
SLA4049
SLA3130
SLA3527
SLA3457
SLA3039
SLA2538
SLA3514
SLA3481
SLA2900

Mimon benettii

Mimon crenulatum
Phylostomus elongatus
Phylostomus hastatus
Pygoderma bilabiatum
Rhinophylla fisherae
Rhinophylla pumilio
Sturnira lilium
Sturnira tildae
Vampyrodes caraccioli

Vampyressa pusilla

ML T LMK P XXX

sl

17
17
19
19
22
20
17
20
17
21
23

1,31
1,13
1,27
1,36
2,00
1,43
1,13
1,67
1,21
1,62
1,77

0,37
0,37
0,40
0,36
0,29
0,33
0,33
0,33
0,37
0,39
0,36

0,80
0,70
0,81
0,75
0,48
0,71
0,67
0,61
0,64
0,84
0,71

0,70
0,67
0,76
0,65
0,60
0,68
0,66
0,65
0,67
0,98
0,84

Sexo: F (Fémea), M (Macho) e I (indeterminado no banco de dados disponivel).
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IV.IL Teste de Correlaciao de Pearson

Os coeficientes de correlagdo obtidos pelo teste de Pearson rejeitam a hipotese nula

de que ndo hé correlagdo entre as variaveis morfométricas e a taxa Q/A (Figura 4).

Foram observadas correlagdes positivas entre as taxas Q/A e a largura da maxila
superior (p=0.595, p <0.0001) e entre as taxas Q/A e a largura entre os arcos zigomaticos
(p =0.497, p <0.004) (Tabela 4). Entretanto, ndo foi encontrada correlagdo entre a taxa Q/A

e o comprimento da maxila superior.

O coeficiente de determinacdo (1?) para cada uma dessas correlagdes positivas foi de
0.354 e 0.247, respectivamente, o que demonstra que 35% da variagdo na amplitude de
largura da maxila superior ¢ explicada pela variagdo na taxa de repeti¢do Q/A, bem como
25% da variagdo encontrada dos arcos do zigomatico pode ser explicada pela variagdo na
taxa Q/A. A estatistica descritiva para os dados utilizando o método de correlagdes de
Pearson estd apresentadas na tabela 5, e os valores para todos os coeficientes de

determinagdo, na tabela 6.
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Figura 4: Correlacao entre a largura da maxila superior, largura entre os arcos zigomaticos e
a taxa Q/A.
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Tabela 4. Matriz de correlagdo genotipo-fendtipo utilizando o método de Pearson. Valores
abaixo da diagonal indicam associagdo, e acima, o valor de P.

Variaveis Q/A MTRL/TLS ZB/MB MTRL/MB M2/MB
Q/A 0 0,419 0,004 0,241 0,000
MTRL/TLS  -0,151 0 0,079 <0,0001 0,032
ZB/MB 0,497 0,320 0 0,472 <0,0001
MTRL/MB  -0,217 0,862 0,134 0 0,378
M2/MB 0,595 0,387 0,884 0,164 0

Os valores em negrito sdo diferentes de 0 com um nivel de significancia alfa=0,05.

Tabela 5. Estatisticas descritivas com base no teste de correlagao de Pearson.

Obs. com Obs. sem

dados dados
Variavel Observagdes faltantes faltantes Minimo Méximo Média Desvio padrao
Q/A 31 0 31 1,133 2,333 1,568 0,338
MTRL/TSL 31 0 31 0,172 0,410 0,350 0,051
7ZB/MB 31 0 31 0,983 1,362 1,121 0,088
MTRL/MB 31 0 31 0,363 0,972 0,732 0,139
M2/MB 31 0 31 0,492 0,979 0,694 0,128

Tabela 6. Coeficientes de determinacao (R?) com base no teste de correlacao de Pearson.

Variaveis Q/A MTRL/TLS ZB/MB MTRL/MB M2/MB
Q/A 1 0,023 0,247 0,047 0,354
MTRL/TLS 0,023 1 0,103 0,743 0,149
ZB/MB 0,247 0,103 1 0,018 0,781
MTRL/MB 0,047 0,743 0,018 1 0,027
M2/MB 0,354 0,149 0,781 0,027 1
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IV.IIIL. Correlaciao taxa Q/A e medidas morfoldégicas

Através do modelo Bayesiano - CoEvol foram encontradas correlagdes negativas entre
a taxa Q/A e as taxas MTRL/TLS (-0.557, P< 0.05, r> = 0.3102) e ZB/MB (-0.443, P<0.05,

=0.1962) (Figura 5, Tabela 7 ¢ 9).
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S ® S = 5 S5 @ S S
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> v = = = = 171 = o=} =
M2/MB M2/MB l
MTRL/MB MTRL/MB .
ZB/MB ZB/MB
MTRL/TLS MTRL/TLS
Q/A QA

Figura 5. Heatmap para os coeficientes de correlagdo e coeficientes de determinagdao R?-
CoEvol: A) coeficientes de correlagao estimados através do método de correlagdes CoEvol e
B) Coeficientes de determinagdo (R?) calculados através dos dados obtidos no modelo
Coevol. As cores mais escuras indicam correlagdes mais fortes entre os tragos, azul para
correlagdes negativas e vermelho para correlagdes positivas.
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Tabela 7. Matriz do coeficiente de correlacao estimado (CoEvol).

Q/A MTRL/TSL ZB/MB MTRL/MB M2/MB
Q/A 1 -0,557 -0,159 -0,443 0,0867
MTRL(PAL)/TSL -0,557 1 0,588 0,838 0,527
ZB/MB -0,159 0,588 1 0,522 0,734
MTRL/MB -0,443 0,838 0,522 1 0,518
M2/MB 0,0867 0,527 0,734 0,518 1

Tabela 8. Coeficientes de determinacdo (CoEvol ), R2.

Q/A MTRL/TSL ZB/MB MTRL/MB M2/MB
Q/A 1 0,3102 0,0252 0,1962 0,0075
MTRL(PAL)/TSL 0,3102 1 0,3457 0,7022 0,2777
ZB/MB 0,0252 0,3457 1 0,2724 0,5387
MTRL/MB 0,1962 0,7022 0,2724 1 0,2683
M2/MB 0,0075 0,2777 0,5387 0,2683 1
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Os resultados dobtidos com o modelo Bayesiano-MFMSL sao apresentados na forma
de dois heatmaps (Figuras 6A e 6B), nos quais a existéncia de correlacdo entre os tracos
morfoldgicos, a taxa Q/A e os habitos alimentares ¢ determinada pela média da
probabilidade posterior de cada relacdo entre tragos da matriz de covariagado, e esta relagao
pode ser positiva ou negativa. As médias dos coeficientes de correlacdo a posteriori estdo
apresentadas na Tabela 9; para todas as correlacdes estimadas, e para as correlagdes

estatisticamente significativas ver Tabela 10.

Foi verificada uma correlagdo positiva e significativa entre as taxas Q/A e M2/MB,
(coeficiente de correlagdo de 0.303; BCI=0.023, 0.545), assim como uma correlagao
negativa entre as taxas Q/A e MTRL/TLS (coeficiente de correlagdo de -0.294; BCI=-0.541,
-0.011). Sob a perspectiva da influéncia dos habitos alimentares sobre a evolugdo molecular,
os resultados indicam uma correlacdo positiva entre tragos fenotipicos e alguns habitos
alimentares, como, por exemplo, o coeficiente de correlagdo estimado para o grupo
frugivoro e a taxa Q/A ¢ de 0.537 (BCI= 0.079, 0.883), assim como o conjunto de espécies
onivoro ¢ a taxa Q/A ¢é de 0.674 (BIC=0.216, 0.921). Também sao encontradas correlagdes
negativas entre o grupo hematofago e as taxas MTRL/TLS (coeficiente de correlagdo de -
0.417; BCI= -0.75, -0.059), assim como entre os hematofagos e a taxa MTRL/MB

(coeficiente de correlagdo de -0.506; BCI=-0.834, -0.178) (Figura 6A).
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Figura 6. Heatmap da média posterior para correlagdes entre os tragos morfologicos
craniofaciais, a taxa Q/A e os habitos alimentares para 0 MFMLL. As cores mais escuras
indicam correlagcdes mais fortes entre os tracos; azul, correlacdes negativas e vermelho,
correlagdes positivas. A) Todos os coeficientes de correlagdo estimados e (B) Somente os
coeficientes de correlacdo significativos.
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Tabela 9. Média de probabilidade posterior e indices (inferior e superior) de credibilidade bayesiana 95% (BCI) para todas as
estimativas de correlagdes entre os tracos sob o MFMSL.

Taxa Q/A MTRL/TLS ZB/MB MTRL/MB M2/MB
Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI
Q/A 1,000 1,1 -0,294  (-0.541, -0.011) 0,110 (-0.181, 0.383) -0,136 (-0.41, 0.156) 0,303 (0.023, 0.545)
MTRL/TLS -0,294 (-0.541,-0.011) 1,000 1,1 0,290 (0.007, 0.537) 0,674 (0.491, 0.809) 0,331 (0.051, 0.568)
ZB/MB 0,110 (-0.181, 0.383) 0,290 (0.007, 0.537) 1,000 1,1 0,344 (0.069, 0.579) 0,709 (0.539, 0.831)
MTRL/MB -0,136 (-0.41, 0.156) 0,674 (0.491, 0.809) 0,344 (0.069, 0.579) 1,000 (1,1 0,337 (0.057, 0.574)
M2/MB 0,303 (0.023, 0.545) 0,331 (0.051, 0.568) 0,709 (0.539,0.831) 0,337 (0.057,0.574) 1,000 (1, 1)
Nectarivoro 0,161 (-0.687, 0.815) -0,015  (-0.507, 0.529) -0,197 (-0.684, 0.372) 0,146 (-0.38, 0.697) -0,183 (-0.735, 0.44)
Frugivoro 0,537 (0.079, 0.883) -0,071 (-0.486, 0.333) 0,411 (0.035, 0.724) -0,028 (-0.478, 0.391) 0,499 (0.142, 0.781)
Carnivoro 0,054 (-0.816, 0.86) -0,112  (-0.599, 0.432) -0,041 (-0.594, 0.538) -0,142 (-0.659, 0.428) -0,068 (-0.681, 0.574)
Hemato6fago 0,015 (-0.749, 0.798) -0,417 (-0.75, -0.059) -0,323 (-0.725,0.21) -0,506 (-0.834, -0.178) -0,371 (-0.797,0.233)
Onivoro 0,674 (0.216, 0.921) -0,059  (-0.461, 0.382) 0,168 (-0.274, 0.581) 0,067 (-0.384,0.517) 0,311 (-0.157, 0.686)
Nectarivoro Frugivoro Carnivoro Hematofago Onivoro
Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI

Q/A 0,161 (-0.687, 0.815) 0,537 (0.079, 0.883) 0,054 (-0.816, 0.86) 0,015 (-0.749, 0.798) 0,674 (0.216, 0.921)
MTRL/TLS  -0,015 (-0.507, 0.529) -0,071 (-0.486, 0.333) -0,112 (-0.599, 0.432) -0,417 (-0.75, -0.059) -0,059 (-0.461, 0.382)
ZB/MB -0,197 (-0.684, 0.372) 0,411 (0.035, 0.724) -0,041 (-0.594, 0.538) -0,323 (-0.725, 0.21) 0,168 (-0.274, 0.581)
MTRL/MB 0,146 (-0.38, 0.697) -0,028 (-0.478, 0.391) -0,142 (-0.659, 0.428) -0,506 (-0.834,-0.178) 0,067 (-0.384, 0.517)
M2/MB -0,183 (-0.735, 0.44) 0,499 (0.142, 0.781) -0,068 (-0.681, 0.574) -0,371 (-0.797,0.233) 0,311 (-0.157, 0.686)
Nectarivoro 1,000 1,1 -0,121 (-0.829, 0.711) 0,075 (-0.701, 0.755) 0,054 (-0.769, 0.789) 0,162 (-0.704, 0.809)
Frugivoro -0,121 (-0.829,0.711) 1,000 (1, 1) 0,097 (-0.756, 0.832) -0,163 (-0.843, 0.744) 0,507 (-0.282, 0.887)
Carnivoro 0,075 (-0.701, 0.755) 0,097 (-0.756, 0.832) 1,000 (1, 1) 0,086 (-0.73, 0.816) 0,112 (-0.758, 0.828)
Hematofago 0,054 (-0.769, 0.789) -0,163 (-0.843, 0.744) 0,086 (-0.73, 0.816) 1,000 (1, 1) -0,120 (-0.838, 0.729)
Onivoro 0,162 (-0.704, 0.809) 0,507 (-0.282, 0.887) 0,112 (-0.758, 0.828) -0,120 (-0.838, 0.729) 1,000 1,1
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Tabela 10. Média de probabilidade posterior e Indices (inferior e superior) de credibilidade bayesiana 95% (BCI) para as estimativas de correlagdes
entre os tracos estatisticamente significativas sob o modelo de suscetibilidade latente.

Nectarivoro Frugivoro Carnivoro Hematofago Onivoro
Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI Corr. 95% BCI

Q/A 0,000 (-0.687, 0.815) 0,537 (0.079, 0.883) 0,000 (-0.816, 0.86) 0,000  (-0.749,0.798) 0,674 (0.216, 0.921)
MTRL/TLS 0,000 (-0.507, 0.529) 0,000 (-0.486, 0.333) 0,000 (-0.599, 0.432) -0,417 (-0.75, -0.059) 0,000 (-0.461, 0.382)
ZB/MB 0,000 (-0.684, 0.372) 0,411 (0.035, 0.724) 0,000 (-0.594, 0.538) 0,000 (-0.725,0.21) 0,000 (-0.274, 0.581)
MTRL/MB 0,000 (-0.38, 0.697) 0,000 (-0.478, 0.391) 0,000 (-0.659, 0.428) -0,506  (-0.834,-0.178) 0,000 (-0.384, 0.517)
M2/MB 0,000 (-0.735, 0.44) 0,499 (0.142,0.781) 0,000 (-0.681, 0.574) 0,000 (-0.797, 0.233) 0,000 (-0.157, 0.686)
Nectarivoro 1,000 (11 0,000 (-0.829,0.711) 0,000 (-0.701, 0.755) 0,000  (-0.769,0.789) 0,000 (-0.704, 0.809)
Frugivoro 1,000 1,1 0,000 (-0.756, 0.832) 0,000 (-0.843, 0.744) 0,000 (-0.282, 0.887)
Carnivoro 1,000 (1, 1) 0,000 (-0.73, 0.816) 0,000 (-0.758, 0.828)
Hematofago 1,000 (1,1) 0,000 (-0.838, 0.729)
Onivoro 1,000 (1,1
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V. Discussao

V.I Variac¢ao na taxa Q/A e diferenciacido intraespecifica

A taxa Q/A caracterizada nos filostomideos apresentou uma baixa amplitude de
variacdo quando comparada com o observado para outras linhagens de mamiferos. Pointer et
al. (2012) descreveram a diversidade de taxas em diferentes espécies, representativa de cada
ordem, sendo a mais alta encontrada no cavalo (Perissodactyla). Nao ¢ observado um padrao
filogenético claro nessa variacdo entre mamiferos. Entretanto, dentro dos morcegos
filostomideos a taxa Q/A varia entre os grupos, em particular associada aos habitos
alimentares. Por exemplo, os morcegos frugivoros (Subfamilia Stenodermatinae)
apresentaram a maior taxa Q/A. Esse resultado permite especular sobre o significado
biologico de tal variagdo. A origem desse grupo filogenético ¢ associada a um aumento
significativo na taxa de diversificagdo de espécies e também ao cranio com maior forca de
mordida (Dumont et al. 2011; 2014; Shy et al. 2015). A evolucao da frugivoria ¢ descrita
como promotora da diversificacdo nos filostomideos, proporcionando uma nova zona
adaptativa. Além disso esse grupo diversificou mais recentemente, ¢ compreende o maior
numero de espécies quando comparado com outras linhagens de filostomideos. A maior
variacdo morfologica observada nos stenodermatineos pode ser consequéncia da maior taxa
de repeticdo observada um gene de desenvolvimento (Runx2) levando a maior plasticidade

nas rotas de formag¢do da morfologia caniofacial, promovendo a diversificagdo observada.

Por outro lado. em relagdo a variacdo intraespecifica em filostomideos os resultados
indicaram que a taxa Q/A se mantém inalterada entre individuos de uma mesma espécie
(dados ndo apresentados). A despeito de Fondon & Garner (2004) demonstrarem que ha

variacdo intraespecifica dentro de algumas ragas de cachorros domésticos (e algumas
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espécies de mamiferos placentédrios), e sugerir que tal variacdo no gene RUNX2 poderia
contribuir para o ajuste fino de ativagao e repressao da transcricdo do gene, tal diferenga nao

parece influenciar distingdes morfoldgicas sutis no caso dos filostomideos.

A correlagdo positiva entre o alongamento da face e a taxa Q/A ndo foi observada
nos testes estatisticos preliminares utilizando o método de correlagdo de Pearson,
diferentemente do que o evidenciado por Fondon & Garner (2004) e Sears et al. (2007).
Porém, observaram-se coeficientes de correlacdo significativos para a relacdo entre a taxa
Q/A e as taxas morfométricas que representam medidas de largura da maxila superior
(M2/MB) e para a largura entre os arcos zigomaticos (ZB/MB). Dessa forma, a interacao
dessa regido regulatoria do gene e sua contribui¢do para a manutencao e variagdo de lrgura e
comprimento da maxila superior ¢ promissora para ser explorada em estudos futuros,
utilizando mais linhagens de filostomideos, bem como outros grupos particularmente

variaveis de mamiferos, de maneira a corroborar o padrao observado.

Os coeficientes de correlagdo entre tragos fenotipicos e genotipicos obtidos através da
inferéncia de relagdes entre varidveis, sem considerar uma relagcdo intrinseca entre as
mesmas, indicam uma tendéncia a recuperar padrdes mais generalistas de interag@o entre as
diferentes matrizes de covariagdo. Partindo deste principio, os métodos de correlagdo
discutidos a seguir permitem a correcdo das estimativas de correlagdo por uma historia
filogenética compartilhada, recuperando de forma mais robusta as correlagcdes entre as

variaveis analisadas.

Diversos métodos comparativos tém sido propostos para acessar as correlacdes

fenotipicas entre diferentes conjuntos de caracteres, corrigindo a relagdo de independéncia
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dos tragos por uma historia evolutiva compartilhada entre os taxa e sua influéncia sobre

essas correlagdes (Felsenstein 1985; Pagel 1994; Grafen 1989; Ives & Garland 2010).

Os coeficientes de correlacdo obtidos foram negativos e estatisticamente significativos
utilizando o método Bayesiano-CoEvol para estimar esses pardmetros. Essas correlagdes
negativas diferem das encontradas entre o método estatistico de Pearson entre as taxas. Os
resultados apresentaram suporte estatistico para correlagdes negativas entre a taxa Q/A e a
taxa MTRL/TLS (comprimento da maxila superior) e ZB/MB (que corresponde a largura
entre os arcos zigomaticos). A correlagdo positiva obtida pelo método estatistico de Pearson
entre as taxas Q/A e M2/MB ndo foram significativas para o0 modelo Bayesiano-CoEvol, o
que indica certo nivel de incongruéncia entre as estimativas utilizadas para prever o efeito da

taxa Q/A sobre a variagdo da maxila superior de Phyllostomidae.

No entanto, os resultados obtidos pelos dois métodos bayesianos que utilizam
inferéncias filogenéticas apontam para a mesma direcdo. Através do Coevol foi recuperada
uma relagdo negativa entre a taxa Q/A e comprimento da maxila superior e largura do
zigomatico, indicando que quanto maior a taxa Q/A menor a maxila superior, enquanto o
MFMSL aponta para a mesma redu¢do da maxila superior com o aumento da taxa Q/A. O
MFMSL, além disso, correlaciona positivamente a taxa Q/A com os habitos de frugivoria e
onivoria, ou seja, a taxa Q/A ¢ sempre maior em individuos com esses hébitos alimentares.
De modo geral, os filostomideos frugivoros e onivoros possuem a maxila superior mais
curta e larga, o que corrobora a associa¢do encontrada entra aumento da taxa Q/A e redugdo

e alargamento dessa estrutura.

Sears et al. (2007) demonstram uma clara relacdo entre alargamento da face e taxa

Q/A em caniformes, enquanto Pointer et al. (2012) ao estudar varios mamiferos
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placentdrios, ndo encontram nenhuma relacdo entre Q/A e comprimento facial. A
discrepancia entre os dois resultados acima se deve provavelmente aos critérios utilizados
pelo segundo trabalho nas analises, onde as medidas craniofaciais utilizadas ndo sao
corrigidas por tamanho, e os pontos anatdmicos utilizados variam entre as espécies

utilizadas devido as particularidades morfolédgicas de alguns faxa estudados.

Os resultados obtidos neste estudo e os diferentes modelos propostos indicam uma
tendéncia contraria a encontrada por Sears et al. (2007). Enquanto esses autores encontram
uma tendéncia ao aumento no comprimento da face em razdo de uma taxa Q/A maior, os
resultados obtidos no presente estudo, apontam para redu¢do no comprimento e alargamento
da maxila superior, que levaria a faces mais curtas e largas. Os resultados, ainda que
aparentemente contraditorios, mantem a ideia principal proposta por Sears et al. (2007),
refor¢ando o papel da taxa Q/A como um mecanismo genético flexivel que permitiria mudar
rapidamente o tempo de ossificagdo do cranio ao longo da evolugdo. Nesse sentido, achados
do presente estudo levam essa premissa para um cendrio mais complexo, onde a
permissividade desse sistema de ajuste genético criado pela variabilidade na taxa Q/A do
gene RUNX2 seja ndo-direcional, ou seja, ndo leva a um fenotipo especifico. Entretanto, ao
longo da historia evolutiva de linhagem (espécie ou familia), tenha atuado, em conjunto com
outros genes, fatores externos e restri¢des evolutivas, como um facilitador para as mudancgas
morfoldgicas adaptativas hoje encontradas. No caso dos filostomideos, essas mudangas
parecem ter sido selecionadas pelas restricdes alimentares, corroborando a associagdo ja
conhecida por estudos morfologicos entre fendtipo e habito alimentar (Freaman 1998,

Dumont et al. 2011, 2014, Santanna et al. 2012).
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Estudos de integracdo morfolégica do cranio de caniformes e filostomideos revelam
intensidades de integracdo muito distintas, sendo que os filostomideos apresentam as
menores intensidades de integracdo dos moddulos do cranio entre mamiferos (Marroig G,
comunicacdo pessoal), enquanto os caniformes apresentam uma alta intensidade de
integracdo dos modulos craniofaciais (Marroig et al. 2009). Grandes magnitudes de
integracdo do cranio sdo associadas com fortes restricdes evolutivas o que reduziria a
flexibilidade adaptativa, enquanto o contrario, ou seja, baixa magnitude de integracdo esta
associado a fraca restricdo evolutiva e maior flexibilidade evolutiva (Marroig et al. 2009). A
Uma vez que os morcegos filostomideos apresentam evidencias de modularizacdo, isso
permitiria maior independéncia na resposta a selecdo sob diferentes estruturas craniofaciais.
Por exemplo, se a for¢a de sele¢do atuar para modificar uma determinada regido (e.g. oral),
essa tem flexibilidade para mudar sem que seja necessario alterar outra (e.g. abdbada
craniana) conjuntamente. Considerando que a evolugdo craniofacial em mamiferos ocorra
por um ajuste entre caracteres (i.e., 0ssos) envolvidos com comprimento e largura, essa
poderiam ser reguladas por genes que ndo se sobrepde (cascatas de genes que ndo se
sobrepdem). Nesse cendrio, comprimento e largura poderiam evoluir com pouca
interferéncia entre os caracteres. Porém, para testar essa hipdtese ¢ necessario determinar
padrdes de covariagdo genética entre os caracteres. Correlagdes baixas entre caracteres
corroboram a independéncia entre eles. Uma perspectiva ¢ testar esse padrdo entre as
diferentes espécies de filostomideos e avaliar se a independéncia evolutiva de dois ou mais

caracteres seria assegurada por trajetdrias de desenvolvimento igualmente independentes.

Por fim, os resultados do presente estudo parecem concordar com a visdo de Alberch

(1991) na conceptualizagdo das relagdes do mapa gendtipo-fenodtipo, na qual estabelece que,
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genes ndo especificam diretamente o desenvolvimento, e muito menos a forma do
organismo, mas em vez disso sd3o um dos varios fatores causais conjuntamente determinam
o fendtipo, com eventos do desenvolvimento podendo, ambiguamente, afetar ou ser afetados

pela expressao génica.
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V. Consideracoes Finais

Os coeficientes de correlacdo encontrados entre as taxas Q/A e as taxas craniofaciais
demostram que o padrdo de associagdo entre essas varidveis ndo segue um modelo de
regressdo linear simples, e também que as incongruéncias na representacao das relagdes
filogenéticas entre as espécies e os caracteres morfologicos analisados influenciam na forma
como essas relagdes sdo recuperadas. Contudo, foi possivel estabelecer em todas analises
controladas filogeneticamente um padrao de associagdo entre o aumento da taxa Q/A e a
redugdo e alargamento da maxila superior. Em adicdo, os resultados sugerem a existéncia de
uma interacdo entre as pressdes ambientais caracterizadas na forma de uma varidvel discreta
(dieta) e as medidas de comprimento e largura da maxila superior. Os dados obtidos nesse
trabalho estabelecem uma perspectiva para estudos futuros mais amplos sobre a contribuicao
do gene RUNX2 no desenvolvimento da forma craniofacial em mamiferos, e podem ser o
primeiro passo para a compreensdo da importancia evolutiva desse gene nos processos

adaptativos atravessados por algumas espécies ao longo da sua historia evolutiva.
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