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RESUMO

Os morcegos sdo um dos grupos mais diversos de mamiferos, tanto em
nuamero de espécies quanto em diversidade de habitos e formas. Dentre as
diferentes especializa¢des, morcegos apresentam um modo caracteristico de
navegar usando a ecolocalizac&o. O aparato auditivo completo é essencial para
animais que utilizama audigdo como sentido principal para busca de alimentos
e localizacdo no espaco. No entanto, ainda existem lacunas no estudo da
variacao da forma do aparato auditivo em diferentes espécies, com duvidas se
essa estrutura seria conservada filogeneticamente ou nédo. Assim, n0ssos
objetivos sdo avaliar e descrever a variacdo da forma do ouvido e do cranio dos
morcegos e testar os possiveis fatores que auxiliam a promover a diversificacao
morfoldgica dessa estrutura: ecolocalizagéo, habitat, histérico filogenético. Para
tanto foram analisados a forma do ouvido e do cranio de 17 espécimes de oito
espécies de morcegos insetivoros com ocorréncia registrada no Brasil por meio
de morfometria geométrica 3D. Uma ANOVA filogenética foi usada para testar a
associacao ente a forma do ouvido e do cranio com os parametros de sinais de
ecolocalizagdo (estrutura, duracdo e frequéncia de maxima energia) e com 0
habitat, e também para avaliar o efeito do tamanho na variagdo da forma. Tanto
a forma do cranio quanto a forma do ouvido mostraram correlagdo com a
estrutura do chamado e a duracdo média do pulso, mas ndo com habitat,
frequéncia maxima de energia nem com o tamanho. Também foi feita analise de
sinal filogenético K de Blomberg, que revelou forte influéncia da filogenia na
forma do cranio, mas nao téo forte na do ouvido.

Palavras-chave: morfometria geométrica, chiroptera, ecolocalizacdo, forma do
ouvido, forma do cranio, métodos filogenéticos comparativos.



ABSTRACT

Bats are one of the most diverse groups of mammals, both in number of
species and in diversity of habitats and shapes. Among the different
specializations, bats have a characteristic way of navigating using echolocation.
The entire hearing apparatus is essential for animals that use hearing as their
main sense for findingfood and navigatingin space. However, there are stillgaps
inthe study of the variation of shape in the hearing apparatus in differentspecies,
with doubts as to whether this structure would be phylogenetically conserved or
not. Thus, our objectives are to evaluate and describe the variation in the shape
of the ear and skull of bats and to test the possible factors that might help to
promote the diversification of this structure: echolocation, habitat, phylogenetic
history. For this purpose, the ear and skull shape of 17 specimens of eight
species of insectivorous bats with recorded occurrence in Brazil were analyzed
using 3D geometric morphometrics. A phylogenetic ANOVA was used to test the
association between ear and skull shape with echolocation signal parameters
(frequency of maximum energy, duration and call structure) and habitat, as well
as to test the effect of size on shape variation. Both the shape of the skull and
the shape of the ear showed correlation with call structure and average pulse
duration, but not with habitat, frequency of maximum energy or with size.
Blomberg’s K phylogenetic signal analysis was also performed, which revealed
a strong influence of phylogeny on the shape of the skull, but not as strong on

the shape of the ear.

Key words: geometric morphometrics, chiroptera, echolocation, ear shape, skull

shape, comparative phylogenetic method



1. Introducéao

Os morcegos, animais pertencentes a ordem Chiroptera, sdo 0 segundo
grupo mais diverso de mamiferos, com mais de 1300 espécies distribuidas em
20 familias (Fenton & Simmons, 2015). Sao caracterizados pelas maos
modificadas em forma de asa, por isso 0 nome do grupo (do grego Chiro: mao,
Ptero: asa), tornando-os capazes de realizar voo verdadeiro, ou seja, conseguir
controlar o local e momento de iniciar o voo e pousar (Teeling, 2009).

Durante muito tempo as espécies de morcegos foram divididas em
“‘megaquirdpteros” e “microquirdpteros”. Os megaquirdpteros eram conhecidos
como morcegos do Velho Mundo e englobavam apenas a familia Pteropodidae,
ou raposas voadoras. Ja o grupo Microchiroptera era formado por todas as
demais familias de morcegos que, como O nome sugere, possuem
comparativamente menortamanho corporal. Recentemente,com novasanalises
filogenéticas incluindo dados moleculares os morcegos foram rearranjados em
duas novas subordens: Yinpterochiroptera e Yangochiroptera (Tsagkogeorga et
al., 2013). A primeira, Yinpterochiroptera, engloba os antigos megaquirdpteros e
algumas familias de microquirdpteros. Ocorre na Europa, Asia, Africae Oceania,
e atualmente é composta pelas familias Craseonycteridae, Hipposideridae,
Megadermatidae, Pteropodidae, Rhinolophidae e Rhinopomatidae. J& a
subordem Yangochiroptera é formada exclusivamente por espécies antes
pertencentes ao antigo grupo microquiroptera, incluindo as familias
Emballonuridae, Furipteridae, Miniopteridae, Molossidae, Mormoopidae,
Mystacinidae, Myzopodidae, Natalidae, Noctilionidae,  Nycteridae,
Phyllostomidae, Thyropteridae, Cistugidae e Vespertilionidae. Apresentam
ampla distribuicdo, variando desde familias exclusivamente neotropicais (como
Phyllostomidae e Natalidae), de endémicas de grandes ilhas (como
Myzopodidae endémica de Madagascar), até familias com distribuicdo global
(Vespertilionidae) (Fenton & Simmons, 2015; Tsagkogeorga et al., 2013).

A maior diversidade das espécies de morcegos ocorre em regides
tropicais e subtropicais (Fenton & Simmons, 2015), mas, como mencionado
anteriormente, existem também espécies com ocorréncia cosmopolita, exceto
Antartica e Circulo Polar Artico (Evin et al., 2011; Fenton & Simmons, 2015). A



diversidade geograficaacompanhauma grande diversidade alimentar, e embora
aproximadamente 70% das espécies registradas sejam insetivoras, haregistros
de espécies com dietas compostas por artropodes, frutas, polen, néctar e até
vertebrados, como peixes, pequenos morcegos e pequenos anfibios (Denzinger
& Schnitzler, 2013; Simmons, 2005).

Morcegos, baleias e golfinhos, algumas espécies de aves noturnas,
alguns musaranhos e tenreques (Moss, 2018) utilizam ecolozalizacdo para
detectar e classificar corpos soélidos no ambiente. A ecolocalizacdo esta
intimamente relacionada a navegacdo e forrageamento dos animais que o
utilizam (Denzinger & Schnitzler, 2013; Fenton & Simmons, 2015; Thomas et al.,
2004). Os morcegos ecolocalizadores emitem sons em frequéncias que variam
da faixaaudivel até ultrassom ndo audivel (8kHz até acima de 200 kHz), e podem
durar de 1 a 100 ms. Esses sons, ao entrarem em contato com corpos solidos
dentro da area de alcance, voltam como eco, que é captado pelo sistema auditivo
do animal. Ao processar 0 eco ele consegue visualizar a organizacédo do
ambiente como se fosse um modelo em 3D (Moss, 2018).

S&o conhecidos trés métodos de emisséo de biossonar por quirépteros, o
primeiro é por meio de cliques nalingua, e até onde se sabe s0 €é utilizada por
individuos do género Rosettus, da familia Pteropodidae, Yinpterochiroptera
(Yovel et al., 2011). Nas outras formas o som € produzido pela nalaringe, mas
emitido pelas cavidades oral ou nasal, e esses métodos sao utilizados por mais
de 1000 espécies, em sua maioria dentro do grupo Yangochiroptera (Pedersen,
1998; Ratcliffe et al., 2013). Os sons produzidos pela laringe sempre possuem
um componente de frequéncia modulada (FM), ou seja, variam a frequéncia
bruscamente em um curto espaco de tempo (Moss, 2018). Mas também héa
espécies, como as do género Rhinolophus, que combinam o componente FM a
um componente de frequéncia constante (CF), com frequéncia de banda curtae
praticamente sem alteracdes (Moss & Sinha, 2003). Entdo, convencionalmente
0S morcegos que ecolocalizam pela laringe sdo categorizados como morcegos
FM ou morcegos CF (ou CF-FM por alguns autores como em Kossl & Vater,
1995).

Embora nédo sejam sempre espécie-especificos, € possivel identificar
alguns chamados, principalmente os da fase de busca por presas (search call),

a nivel de género ou espécie. Sao considerados diversos parametros para que
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se possa identificar a qual animal pertence o canto gravado, sendo eles:
frequéncias maxima e minima, largura de banda, duracdo do pulso, intervalo
entre pulsos, quantidade de harmdénicos, estrutura do chamado (se € FM ou CF)
e frequéncia maxima de energia (Fenton & Bell, 1981).

Para a ecolocalizacao, as estruturas envolvidas sdo as que produzem o
sinal (laringe ou lingua), as que direcionam o sinal (cavidade nasal/oral e
movimentacao da cabeca), o sistema auditivo e o sistema de controle de voo
(Moss et al., 2011). Estudos relatam que pode haver variacdo morfolégica no
cranio de acordo com a liberacdo do som utilizado na ecolocalizagado: as
espécies que emitem som pela boca tém o cranio construido ao redor da
cavidade oral, para que essa funcione comoum amplificador; 0s que apresentam
emissdo nasal sofrem modificacdes no rostro e nas passagens nasais
(Pedersen, 1998).

Além da variacdo das estruturas que produzem o sinal, também foram
relatadas variacfes nas estruturas que recebem o sinal: 0 aparato auditivo. Ele
é dividido entre ouvido externo, médio e interno. O ouvido externo, também
chamado de orelha, é a parte visivel do aparato auditivo, responsavel por captar
e canalizar o som pelo meato acustico externo até chegar no timpano, que
converte a onda sonora em energia mecanica para 0s 0ssos do ouvido médio.
Esses estdo localizados em uma cavidade proxima ao osso temporal e em
mamiferos sua parte 0ssea é composta pelos ossiculos: estribo, martelo e
bigorna, que estéo conectados ao ouvido interno para a transmissdo dos sinais
mecanicos. Finalmente, o ouvido interno € formado pelo labirinto, que engloba o
sistema vestibular e coclear, responsaveis pelos sentidos de movimento e
posicionamento e de audicéo, respectivamente (Ades & Engstrom, 1974; Ekdale,
2016; Koyabu, 2017; Torres & Giraldez, 1998)

O sistema coclear, ou a cOclea, é a estrutura mais comumente estudada
em termos de variacdo com relacdo a ecolocalizacdo e audicao. Isso porque
essa estrutura em espiral, formada por células sensoriais e de suporte, engloba
o orgdo de Corti, responsavel por captar as vibracdes mecanicas do som e
transforma-las e impulsos elétricos que serdo processados pelo sistema
nervoso, sendo entdo a parte do ouvido que é considerada a mais diretamente

ligada a mecanismos de audicao (Girdlestone et al., 2020; Soto et al., 2003).



Além disso, sabe-se que morcegos que ecolocalizam pela laringe possuem
coclea larga e proeminente quando comparados a outros mamiferos que néo
ecolocalizam (Fenton & Ratcliffe, 2017).

Estudos analisando a variagdo da cOclea em morcegos sugerem que 0
tamanho desta estrutura esta mais relacionado com requisitos funcionais do que
relacdes taxon6micas, podendo haverinclusive variagdo dentro do proprio grupo
Habersetzer & Storch (1992) observaram que espécies do género Pteronotus
que emitem chamados do tipo FM tém a céclea significativamente menor que
espécies do mesmo género que utilizam chamados tipo CF-FM, e Kossl & Vater

(1995) documentaram resultados semelhantes para espécies das familias
Rhinolophidae, Hipposideridae e Vespertilionidae.

Existem poucos estudos analisando morfologia e variacdo de forma
relacionada as demais estruturas do aparato auditivo, e, quando existentes, séo
apenas analisados por medidas lineares (Davies, Bates, et al., 2013; Davies,
Maryanto, et al., 2013), desconsiderando por exemplo a possibilidade de analise
digital de espécimes, em especial tomografias computadorizadas 3D. Essa seria
uma solucéo para a visualizacdo de partes do individuo de dificilacesso por meio
de softwares sem que seja necessario alterar o espécime original (Shi et al.,
2018).

A utilizagdo do método de morfometria geométrica (GMM) permite
descrever e comparar diferencas naforma de estruturas morfoldgicas, descritas
pelas comparacGes de representacdes graficas de coordenadas de marcos
anatomicos ou landmarks entre os espécimes, em 2D ou 3D, preservando a
geometria da forma por meio de superimposi¢ao dos marcos e retirando o efeito
do tamanho (Adams et al., 2004; Cox et al., 2011). Conjuntamente, os métodos
filogenéticos comparativos sdo uma ferramenta que tem sido amplamente
utilizada em estudos de anatomia comparativa, pois permite analises precisas
da diversificacdo e manutencao da variagdo morfolégica durante o processo de
evolucéao e ramificacdo das espécies (Garamszegi, 2014).

Estudo recente sugere que mudancas nasensibilidade auditivaevoluiram
como resposta a mudancas de frequéncia em chamados sociais e de
ecolocalizagédo, mas néo analisou a variagdo na forma do ouvido (Lattenkamp et

al., 2021). Sendo assim, os objetivos desse trabalho séo: 1) avaliar e descrever
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a variacdo de forma do ouvido e do cranio de morcegos; 2) testar hé&forte sinal
filogenético naforma do ouvido e do cranio; 3) e finalmente testar se ha relacéo
entre a forma e padrbes de ecolocalizagdo e habitat. Hipotetizamos que a
variacdo na forma do ouvido esteja relacionada apenas com a ecolocalizacao e
independente da histériafilogenética,enquanto a da forma do cranio tera relacao
com a filogenia.

Para testar essa hipotese foram selecionadas oito espécies de morcegos
da subordem Yangochiroptera, pertencentes a trés familias e seis géneros: trés
espécies da familia Molossidae: Molossops temminckii (Burmeister, 1854),
Molossus molossus (Pallas, 1766), Nyctinomops macrotis (Gray, 1840); quatro
da familia Vespertilionidae: Eptesicus diminutus (Osgood, 1915), Eptesicus
furinalis (D orbigny & Gervais, 1847), Lasiurus cinereus (Palisot de Beauvois,
1796), Lasiurus blossevilli (Lesson & Garnot, 1826) e uma da familia
Noctilionidae: Noctilio leporinus (Linnaeus, 1758). Todas as espécies tem
ocorrénciaregistrada no Brasil, e habitos exclusivamente insetivoros, exceto por
Noctilio leporinus que também apresenta habitos piscivoros. Apresentam
ecologia e parametros de ecolocalizacdo conhecidos, e produzem os sinais de

alta frequéncia pela laringe e emitem pela boca (Pedersen, 1993).

2. Material e métodos

Pelo levantamento inicial, foram escolhidas 17 espécies de morcegos,
mas foram entdo selecionadasaquelasque 1) tivessem ocorrénciaregistrada no
Brasil; 2) tivessem chamados de ecolocalizagéo tipo search call conhecidos na
literatura; 3) apresentassem dados de filogenia disponiveis; 3) apresentassem
ecolocalizacédo de tipo laringo-oral; 4) tivessem tomografia computadorizada
(CTscan) 3D disponivel para download no banco de dados Morphosource e 5)
tivessem pelo menos um ouvido intacto. Todas as espécies que nao se
encaixaram em todas essas etapas foram desconsideradas, sobrando entéo oito
espécies a ser analisadas nesse trabalho. Todas os exemplares selecionados
foram disponibilizados por Shi, Westeen, Rabosky (2018), para os detalhes ver
Tabela 1.

Tabela 1. Identificacdo dos espécimes disponibilizados por (Shi, Westeen, Rabosky,
2018) disponibilizados no morphosource e utilizados nesse trabalho.



Espécie Familia Voucher original
Molossops temmincKkii Molossidae UMMZ125373
Molossops temminckii Molossidae AMNH260262
Molossops temminckii Molossidae AMNH264110
Molossus molossus Molossidae AMNH97080
Molossus molossus Molossidae AMNH211380
Molossus molossus Molossidae AMNH205675
Molossus molossus Molossidae AMNH78895
Molossus molossus Molossidae AMNH78443
Molossus molossus Molossidae AMNHA40723
Molossus molossus Molossidae AMNH94694
Molossus molossus Molossidae AMNH178664
Nyctinomops macrotis Molossidae UMMZ113271
Eptesicus diminutus Vespertilionidae UMMZ125748
Eptesicus furinalis Vespertilionidae UMMZ124387
Lasiurus cinereus Vespertilionidae UMMZ51379
Lasiurus blossevilli Vespertilionidae UMMZ125725
Noctilio leporinus Noctilionidae UMMZ68190

Morcegos da familia Molossidae

Molossops temminckii (Burmeister, 1854)

M. temminckii € uma espécie com distribuicdo da Colémbia ao sul do
Brasil. Essa espécie vive em bordas de florestas ou entre &rvores muito
espacadas (Oliveira et al., 2018). E uma das menores espécies dentro da familia,
com antebraco de aproximadamente 30 mm e pesando em média 6 g (Freeman,
1981b; Oliveira et al., 2018). Apresenta voo mais lento, mas com maior
capacidade de manobra, quando comparado a outros Molossideos (Freeman,
1981a; Norberg & Rayner, 1987)

E uma espécie com grande plasticidade vocal, com chamado variando
conforme a quantidade de obstaculos do ambiente em que é encontrado,
controlando entre frequéncia modulada crescente (UFM), frequéncia modulada
decrescente (DFM) e frequéncia semi-constante (QCF). O chamado de procura
se diferenciade outras espécies da mesma familia, é de frequéncia modulada
crescente com pico de frequéncia de aproximadamente 50 kHz (Guillén-Servent
& Ibanez, 2007).

Molossus molossus (Pallas, 1766)



Ocorre do sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, alimenta-se
de insetosaéreos duros, principalmente besouros (Freeman, 1981a). Chamados
de procura de M. molossus sdo em pulsos pares de frequéncia alternada,
geralmente o primeiro pulso de menor frequéncia, e o segundo pulso com
frequéncia mais alta, de pico 37.5 kHz. No espectrograma, os chamados
mostram formato céncavo frequéncia quase constante (Barataud et al., 2013).

Nyctinomops macrotis (Gray, 1840)

Espécie encontrada do nordeste do México até o Brasil, € insetivora,
consumindo principalmente lepidopteros, e encontrada em areas abertas
(Freeman, 1981a) Espécie consideradagrande para a familia (antebraco = 58.3—
62.5 mm (Mora & Torres, 2008). Seus chamados de procura sao longos e de
banda estreita, com um Gnico harménico e frequéncia modulada descendente.
Esses chamados sdo de baixa frequéncia (FME ~22.34 kHz) quando comparado

a outros morcegos, podendo até ser percebida por ouvidos humanos (Zamora-
Gutierrez et al., 2016).

Morcegos da familia Vespertilionidae
Eptesicus diminutus (Osgood, 1915)

Essa espécie é encontrada da Venezuela até o norte da Argentina. E
pequena, com antebraco entre 32 e 35 mm, e pesa entre 4,9 e 6,5 g. (Barquez
et al., 1993). Alimenta-se de insetos moles, como Lepidoptera e Hymenoptera.
Seus pulsos sdo de frequéncia modulada de curta duracéo (1.80+ 0.37 ms) e
bandalarga (42.43 £6.45 kHz), com dois harmdnicos, sendo que a frequéncia de
maior energia se encontra no primeiro. A frequéncia de maior energia é alta, a

maior dentre as espécies aqui analisadas, de ~66 kHz. (Santos, 2014)
Eptesicus furinalis (d"Obigny e Gervais, 1847)

A espécie € encontrada do nordeste do México até o norte da Argentina
forrageando em espacos abertos. E umaespécie pequena (antebraco= 38,8 mm,
massa=7,6 g segundo Rydell et al., 2002). O chamado de procura € de
frequéncia modulada decrescente inicial que termina em uma “cauda” de banda
estreita, essa variando a duragdo com a proximidade a obstaculos e alvos. A

maior parte da energia € de frequéncia 41.6 kHz (Barataud et al., 2013). Os



pulsos de procura sao geralmente emitidos regularmente a cada 6s, embora
varie conforme a proximidade ao alvo. Apenas harménica fundamental é

evidente na maior parte dos casos.
Lasiurus blossevillii (Lesson e Garnot, 1826)

Encontrada no oeste da América do Norte e do Equador ao norte da
Argentina, conhecido popularmente como morcego vermelho. Seus pulsos
durante a fase de procura sdo alternados irregularmente entre frequéncia
modulada e frequéncia quase constante, essa segunda podendo ser confundida
com sinais de Molossus molossus, mas eles podem ser diferenciados pois a
energia dos chamados de L. blossevillii € distribuida uniformemente ao longo do
pulso (Barataud et al., 2013). A FME é de média 38.77 kHz (Rivera-Parra &
Burneo, 2013).

Lasiurus cinereus (Beauvois, 1796)

Encontrada do sul do Canada até a regido central da Argentina. Chamado
popularmente de morcego grisalho (Hoary Bat). E insetivoro, com dieta
composta majoritariamente por lepidopteros (Freeman, 1981a). Essa espécie
possui grande plasticidade em seus chamados de ecolocalizagdo, podendo
variar muito dependendo da quantidade de obstaculos presentes no ambiente
em que forrageia, mas em geral seus chamados séo de frequéncia modulada e
baixa frequéncia de maxima energia (~35.47 kHz segundo Zamora-Gutierrez et
al., 2016)

Morcegos da familia Noctilionidae

Noctilio leporinus (Linnaeus,1758)

Espécie encontrada do noroeste mexicano (Sinaloa) até o norte da
Argentina. Alimenta-se de pequenos peixes e insetos, e pode também se
alimentar de crustaceos e aracnideos (Brooke, 1994; Zortea & Aguiar, 2001).
Antebraco maior que 75 mm e pesa mais que 50g (50-90g Hood & Pitocchelli,
1983). Além do tamanho maior, se diferencia da outra espécie da familia por
seus membros posteriores e garras desenvolvidos para agarrar peixes (Hood &

Pitocchelli, 1983). Seus chamados de procura dao de frequéncia constante com



FME de média 34.61 kHz e longa duragdo com aproximadamente 12.72 ms
(Rivera-Parra & Burneo, 2013).

Manipulagéo dos cranios obtidos

Os arquivos CTScan obtidos no morphosource foram convertidos
utilizando o software Fiji para os formatos suportados em cada programa
utilizado em sequéncia. Para as descricbes anatbmicas, foi utilizado o CTvox
(Bruker), enquanto para o isolamento dos ouvidos e digitalizacao de marcos para
as analises de morfometria geométrica, foi utilizado o programa 3Dslicer
(Fedorov etal., 2012)

Os marcos anatbmicos utilizados para as analises de morfometria
geométrica do cranio foram baseados em Santana et al., 2019, (Tabela 2 e
Figural), totalizando 34 marcos. Para descricdo do ouvido foram digitalizados
26 marcos, todos escolhidos especialmente para a realizacao deste trabalho e
estdo descritos na Tabela 3 e Figura 2.

Tabela 2. Referéncia dos marcos utilizados para comparacao de forma do cranio.

NUmero Referéncia anatdmica

1 Ponto anterior da maxila direito

2 Ponto anterior da maxila esquerdo

3 Ponto anterior do alvéolo do canino direito

4 Ponto anterior do alvéolo do canino esquerdo

5 Ponto anterior do alvéolo do pré-molar direito

6 Ponto anterior do alvéolo do pré-molar esquerdo

7 Ponto anterior no alvéolo do primeiro molar direito

8 Ponto anterior no alvéolo do primeiro molar esquerdo

9 Ponto posterior no alvéolo do Ultimo molar direito

10 Ponto posterior no alvéolo do Ultimo molar esquerdo

11 Ponto ventral no hdmulo pterigoideo direito

12 Ponto ventral no hamulo pterigoideo esquerdo

13 Ponto ventral no processo mastoide direito

14 Ponto ventral no processo mastoide esquerdo

15 Ponto dorsal da borda interna do meato auditivo direito

16 Ponto dorsal da borda interna do meato auditivo esquerdo

17 Ponto ventral da borda interna do meato auditivo direito

18 Ponto ventral da borda interna do meato auditivo esquerdo

19 Ponto lateral do condilo occipital direito

20 Ponto lateral do condilo occipital esquerdo

21 Borda dorsal do foramen magno

22 Borda ventral do fordmen magno

23 Ponto posterior da linha central do palato

24 Ponto anterior da linha central do palato completo

25 Ponto anterior da linha central dos nasais

26 Ponto posterior na interse¢cdo das cristas sagital e da nuca

27 Ponto posterior da intersegdo do arco zigomatico e osso lacrimal
direito




28 Ponto posterior da intersecdo do arco zigomatico e osso lacrimal
esquerdo

29 Ponto posterior da intersecdo do arco zigomético e caixa craniana
direito

30 Ponto posterior da intersecdo do arco zigomatico e caixa craniana
esquerdo

31 Ponto ventral da interse¢do do arco zigoméatico na maxila direito

32 Ponto ventral da intersegdo do arco zigomatico na maxila esquerdo

33 Ponto lateral na margem da fossa mandibular direita

34 Ponto lateral na margem da fossa mandibular esquerda

Imagem 1. Crénio de Eptesicus diminutus com demonstrac6es dos marcos utilizados para as

andlises de morfometria do cranio, em vista lateral direita (a), esquerda (b), dorsal (c) e ventral
(d).

Como o ouvido é composto de diversas estruturas delicadas, muitos dos
espécimes estavam com um dos lados danificados. Assim, foi selecionado
apenaso ouvidodireito para a colocacdo dos marcos e analisesde forma, exceto
em um dos espécimes de Molossus molossus, que estava com o lado direito
danificado e foi entdo observado o ouvido do lado esquerdo, e os marcos foram

invertidos para ficar na mesma configuracdo que os outros para as analises de
superimposicao.

Tabela 3. Referéncia dos marcos utilizados para comparagéo de forma do ouvido.

NUmero Referéncia anatdmica

1 Ponto de encontro entre a bula e o martelo
2 Ponto mais baixo da abertura da bula

3 Ponto mais posterior da abertura da bula
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4 Ponto mais anterior da abertura da bula

5 Ponto mais acima da abertura da janela oval, com relacdo aos canais
semicirculares

6 Ponto mais abaixo da abertura da janela oval

7 Ponto mais extremo da lateral externa da abertura da janela oval

8 Ponto mais extremo da lateral interna da abertura da janela oval

9 Abertura interna da janela redonda

10 Abertura externa da janela redonda, de encontro com o estribo

11 Ponto final da céclea com relagdo aos giros

12 Ponto central entre as ampolas do canal semicircular anterior

13 Centro canal semicircular anterior

14 Divisdo entre canal semicircular anterior e lateral

15 Divisdo entre canal semicircular lateral e posterior

16 Diviséo entre canal semicircular posterior e anterior

17 Ponto interno do pescogo do estribo

18 Ponto entre ramo anterior e base do estribo

19 Ponto entre ramo posterior e base do estribo

20 Ponto de encontro entre cabeca do estribo e processo lenticular da
bigorna

21 Extremidade processo curto da bigorna

22 Regido entre brago curto e brago longo da bigorna

23 Ponto de encontro entre cabega da bigorna e cabeca do martelo

24 Extremidade inferior da ap6fise orbicular

25 Colo do martelo

26 Extremidade do manubrium

2.5 mm

Imagem 2. Ouvido de Eptesicus diminutus com demonstragdes dos marcos utilizados para as

andlises de morfometria, em vista lateral direita (a) e esquerda (b).

Os dados provenientes dos marcos anatémicos foram transferidos para
anélise noprograma Rstudio (R Core Team, 2021) utilizando o pacote Geomorph
(Adams et al., 2022; Baken et al., 2021).
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Primeiramente fizemos a andlise de morfometria geométrica por meio de
analises generalizadas de Procrustes (GPA) e analises de componentes
principais (PCA). As analises do cranio e do ouvido foram realizadas de forma
independente entre si para observar a variacdo de forma entre cada provavel
modulo. Entdo, com os dados do GPA foi utilizada analise K de Blomberg
(Blomberg et al.,, 2003) para mensurar o sinal filogenético dos tracos
morfoldgicos. Foi utilizada a filogenia disponibilizada por Shi & Rabosky (2015)
trimada para incluir apenas as espécies utilizadas nesse trabalho. Finalmente,
uma analise de variancia filogenética (ANOVA) foi feita para avaliar a relacédo
entre dados de ecologia e ecolocalizagdo e as formas. Os fatores utilizados
foram habitat e trés parametros de ecolocalizacao: estrutura do chamado (CF ou
FM), frequéncia de méaxima energia (FME) e duragdo de chamados de procura
(CD) disponibilizadas por Arias-Aguilar et al. (2018), Barataud et al. (2013),
Guillén-Servent & Ibafiez (2007) e Rivera-Parra & Burneo (2013).

3. Resultados
3.1. Descri¢Oes
Familia Molossidae

Molossops temminckii

O craniopossuiformato “retangular’, com a parte rostral e a parte cerebral
de altura e largura semelhantes, se desconsiderar o ectotimpanico que € bem
grande. O maxilar apresenta proeminéncias seguindo os dentes, uma para o
incisivo,uma para o canino e outra para o pré-molar. Na porcdo que compreende
0os molares, € fino e curto.

Possui uma crista externa baixa, praticamente ndo visivel de vista lateral,
mas que se estende do frontal ao occipital. Nao € possivel ver uma separagao
clara entre os ossos maxilar, nasal e frontal, nem entre o frontal e parietal.
Processo zigomatico do esquamosal bem fino e reto. Sutura sagital apresenta
uma leve crista quando encontraa sutura partiointerparietal, e é possivel ver o

interparietal por isso. Possuium grande forame magno, que ocupa quase a parte
posterior inteira do cranio.
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Imagem 3: Cranio de Molossops temminckii em vista superior (a), inferior (b), lateral (c) e

lateroposterior (d).

Ectotimpanico € grande e com uma grande abertura em formato oval
“tombado” e a bula timpanica grande e expessa. Os canais semicirculares sédo
pequenose finos,localizados bem préximo a lateral do cranio. Abertura do canal
oval é grande e facilmente visivel. A céclea possui formato cénico achatado. A
janela oval é pequena e bastante inclinada para a por¢cédo posterior do cranio,
fazendocom que o conjuntodo sistema vestibulare coclear aparente estar caido
em dire¢do caudal. O canal semicircular também é rotacionado, voltado para o
interior do cranio, e tanto esse quanto 0s outros canais sdo finos e com abertura
nao muito ampla, com ampolas robustas. O estribo possui ramos curtos mas
separados. Os trés ossiculos estdo posicionados bem proximos umdo outro e a
distincdo entre martelo e bigorna é dificil. A bigorna possui ramo longo grosso e
curto, e o martelo apresenta manubrium em formato de remo voltado para o
interior do ouvido, terminando bem proximo a céclea.
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Imagem 4: Ouvido direito de Molossops temminckii de vista lateral externa, frontal e superior.

Molossus molossus

Poucas suturas sao visiveis na parte rostral do cranio. A maxila tem sua
porcao superior curta e com a por¢cao anterior coOncava, enquanto sua porgao
inferior é comprida e fina. Apresenta dois foramens, o primeiro tendo mais que o
dobro do tamanhodo segundo.Lateralmente, a suturaque une os 0ssos lacrimal
e palatino ao frontal € uma das poucas que estavam visiveis em todos 0s
espécimes analisados. O osso frontal € grande e dominaa vista lateral do cranio.
Na vista dorsal, é possivel visualizaro nasal com um formato de “Y”, e logo ao
final se inicia uma crista que se estende por todo o cranium até o interparietal.

Imagem 5: Cranio de Molossus molossus em vista superior (a), inferior (b), lateral (c) e

lateroposterior (d).
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Ectotimpanico grande e espesso. Abertura da bula em formato ovalado e
levemente inclinada ventralmente. Os canais semicirculares sdo compactos e
robustos, e no inicio deles as ampolas sdo proeminentes e facilmente
identificaveis. A janela oval € ampla e bastante inclinada para a por¢ao posterior
do cranio, fazendo com que o conjunto do sistema vestibular e coclear aparente
esar caido em direcdo caudal. A céclea ndo € muito grande e possui formato
levemente conico. O estribo tem os ramos curvados e separados, a bigoma
peguena,com o ramo longo mais curto, e inclinado de modo que a cabeca esta
voltada para a porgéo anterior do cranio. Tanto a bigorna quanto o martelo estéo

localizados acima da abertura da bulatimpéanica, de modo que apenas o longo
manubrium em forma de remo seja visivel pela visdo externa.

Imagem 6: Ouvido direito de Molossus molossus em vista lateral externa, frontal e superior.

Nyctinomops macrotis

H& uma fenda no premaxilar na area do forame nasal. Os incisivos sdo
inclinados, formando um formato parecido a um “V”, e sdo grandes. Ao longo
do cranio, poucas suturas sao visiveis, mas € possivel ver claramente a
separacao entre 0s 0ssos nasais e frontais devido a dois pequenos forames
na regido. Também devido a pequenos forames é possivel diferenciarcom
clareza as porg¢des frontal e parietal do cranio. Apresenta uma pequenacrista
sagital externa. A porcao frontal € estreita, enquanto o lacrimal e inicio do
jugal séo largos, deixando um grande espaco lateralmente para a regiao
ocular. O forame magno é voltado para a por¢ao ventral do corpo, mas largo
a ponto de ser visivel na visdo anterior do cranio, com abertura larga tanto

horizontal quanto verticalmente.
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Imagem 7: Cranio de Nyctinomops macrotis em em vista superior (a), inferior (b), lateral (c) e

lateroposterior (d).

Apresenta ampla abertura da bula timpanica levemente inclinada para a
porcdo frontal do cranio acompanhada de ectotimpanico curto. Tanto a
coclea, pequenae achatada, quanto os canais semicirculares, finos e com
circunferéncia mais larga do que alta, sdo rotacionados para o interior do
cranio, e a janela oval é baixa e comprida. O estribo possui o caracteristico
formato de “Y” com os ramos compridos e finos. Bigorna rotacionada com a
cabeca apontando para a porcao frontal e o corpo para baixo, com o processo

longo comprido e fino, de modo a ficar em posi¢cao perpendicular ao estribo.

Imagem 8: Ouvido direito de Nyctinomops macrotis em vista lateral externa, frontal e superior.
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Familia Vespertilionidae

e Eptesicus diminutus

H& uma fenda no premaxilar na area do forame nasal. A regido frontal do

cranio é larga, quase da mesma largura da regido craniana, e alta, fazendo o
cranio parecer ter um formato retangular.

Quase ndo hé& suturas presentes, mas € possivel visualizar as
delimitacbes dos ossos nasal e parietal. Ha uma pequena crista sagital

externa e crista nucal.

Imagem 9: Cranio de Eptesicus diminutus em vista superior (a), inferior (b), lateral (c) e

lateroposterior (d).

Quanto ao ouvido, a abertura da bula timpanica é ampla e levemente
inclinada para a porcao ventral do corpo, com um ectotimpéanico discreto. O
canal semicircular anterior é posicionado quase paralelamente ao
esquamosal, com as ampolas grandes e ocupando quase metade da altura
do canal.Os canaissao finosquando comparados a outras espécies. A janela
oval esta levementeinclinadaparao interior e para a por¢ao caudal do cranio,

e sua pequenaabertura d4 espaco a uma céclea aumentada e de formato
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ovalado. O estribo esta posicionado quase paralelamente a abertura
timpanica, com ramos finos e ndo muito espacado entre si e pescoc¢o longo.
A bigorna e 0 martelo estdo posicionados muito proximos tanto entre si
guando do esquamosal. Devido a posicdo da abertura da bula, em visao

externo é possivel ver apenas a parte inferior do martelo e seu manubrium
fino e comprido.

Imagem 10: Ouvido direito de Eptesicus diminutus em vista lateral externa, frontal e superior.

Eptesicus furinalis

Premaxilar dividido na regido nasal. A regido frontal do cranio possui
comprimento e largura similares a regido craniana, com uma leve afunilacéo
na regido orbital. Apresenta uma baixa crista sagital externa que enconta
com a crista da nuca, essa sendo mais protuberante. A arcada dentaria é
larga e comprida, e o palato a acompanha, terminando um pouco depois do

Ultimo molar.

A abertura da bula é de formato arredondado e ndo muito grande, voltada
para a lateral. Os canais semicirculares sédo finos e sua abertura € pequena
e de formato circular, o canal anterior voltado para o interior do cranio. A
janelaoval tem formato levemente triangulare voltada para a por¢ao posterior
do cranio. Quanto aos ossiculos, o estribo € localizado bem préximo da
divisdo entre os canais semicirculares anterior e lateral, os ramos séo finos e
0 pescoco robusto. A bigorna € pequenae sua cabeca rotacionada para a
porcao anterior do cranio, localizada ao lado do canal semicircular lateral. A

divisdo entre bigorna e martelo em E. furinalis € mais clara do que a de E.
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diminutus, o segundo grande e inclinado para o interior do cranio, tornando

dificil a visualizacdo do manubrium pela visao externa.

Imagem 11: Cranio de Eptesicus furinalis em vista superior (a), inferior (b), lateral (c) e

lateroposterior (d).

Imagem 12: Ouvido de Eptesicus furinalis em vista lateral externa, frontal e superior.

Lasiurus blossevillii

Possui grande abertura nasal em formato de “u”, e o inicio do palato
acompanha tanto em formato quanto em tamanho. O rostro é curto, com

aproximadamente metade do comprimento do cranio, mas de largura
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semelhante. Ha um afunilamento na regido pés-orbital. A caixa craniana é alta e
em formato redondo, com a presenca de uma pequena crista sagital externa e

da nuca. Os condilos occipitais sdo grandes e proeminentes.

Imagem 13: Cranio de Lasiurus blossevilli em vista superior (a), inferior (b), lateral (c) e

lateroposterior (d).

A aberturada bula é pequena e redonda, levemente voltada para a regiao
ventral, acompanhada de um ectotimpanico grade a ponto de quase cobrir a
coclea. Os canais semicirculares sdo grossos e pequenos direcionados latero-
anteriormente. Pequena janela oval que acompanhaa mesma dire¢éo do canal
semicircular anterior, dando abertura para uma céclea robusta de formato
redondo. Os ossiculos do ouvido médio estdo posicionados proximos e sem
muito espaco entre si. O estribo € pequeno e curto, assim como a bigornae o

maurtelo.
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Imagem 14: Cranio de Lasiurus blossevillii em vista lateral externa, frontal e superior.

Lasiurus cinereus

Possui grande abertura nasal em formato de “u”, e o inicio do palato
acompanhatanto em formato quanto em tamanho. O rostro € curto, alto e largo,
chegando a ultrapassar pouco a largura da caixa craniana na altura do ultimo

molar. Ha um leve afunilamento na regido pos-orbital. Os céndilos occipitais sdo
grandes e proeminentes.

Imagem 15: Cranio de Lasiurus cinereus em vista superior (a), inferior (b), lateral (c) e

lateroposterior (d).
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Apresenta ampla abertura da bula timpéanica inclinada para a regiéo
ventral, acompanhada de ectotimpéanico grande e concavo capaz de acobertar a
cOclea. Sistema vestibular e coclear movidos de modo que estdo em posicao
quase perpendicular ao temporal. Tanto a coOclea quanto os canais
semicirculares possuem formato levemente achatado, e a janela oval é grande.
Estribo e bigorna com formato, direcionamento e propor¢cdes semelhantes ao

observado em L. blossevillii, mas o martelo é rotacionado para o interior da bula

acompanhando a céclea.

Imagem 16: Ouvido direito de Lasiurus cinereus em vista lateral externa, frontal e superior.

Familia Noctilionidae

Noctilio leporinus

Possui dois pares dentes incisivos, sendo o primeiro bem proeminente, e
caninos bemdesenvolvidos. A formuladentariaé i 2/1c 1/1p 1/2m3/3 =28. A
parte rostral € larga e robusta, principalmente o osso maxilar. Apresenta uma
crista externa que se estende do frontal ao supraocciptal. Basiocciptal possui
uma abertura ampla para um grande forame magno, mas nao muito robusta. O
osso temporal aparenta ter uma leve expansdo para acomodar o0 sistema

vestibular sem comprimi-lo.
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Imagem 17: Cranio de Noctilio leporinus em vista superior (a), inferior (b), lateral (c) e
lateroposterior (d).

O ouvido de N. leporinus € pequeno comparando a propor¢ao ao resto do
cranio. Abertura da bulapequenace voltada para a lateral externa, acompanhada
de ectotimpanico curto. Canais semicirculares pequenos e Qrossos, com
comprimento parecido ao da coclea. A coclea possuiformato conico,sendomais

comprida do que larga, e a janela oval é grande e redonda.

Imagem 18: Ouvido direito de Noctilio leporinus em vista lateral interna
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3.2. Andlises

Os resultados das andlises de componentes principais dos cranios
revelaram que os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2)
corresponderam juntos a 76,13% da variancia total (PC1=61%, PC2=15.13%).
Os dados plotados da PCA noespaco da forma, naextremidade positivado PC1
e intermediaria do PC2, espécies com formato mais proximo sdo as do género
Lasiurus, com o cranio curto e alto. Na extremidade oposta esta Nyctinomops
macrotis com seu cranio de formato fino e comprido. Espécies do género
Eptesicus ficaram proximas a Noctilio leporinus perto da extremidade positiva do
PC2 e intermediariado PC1, com um cranio em formato retangular. As espécies
restantes da familia Molossidae néo tiveram grande variacdo de forma, ficando
as duas no quadrante negativo tanto de PC1 quanto PC2, com o formato do
cranio mais comprido e baixo.

PCA cranio
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i
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PC1:61%

Figura 1: Grafico comparando PC1 e PC2 da forma do cranio, com filogenia.
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Imagem 19: Comparativo de vista lateral do cranio de todas as espécies analisadas. Mtem=
Molossops temminckii, Mmol= Molossus molossus, Nmac= Nyctinomops macrotis, Edim=
Eptesicus diminutus, Efur= Eptesicus furinalis, Lcin= Lasiurus cinereus, Lblo= Lasiurus

blossevillii, Nlep= Noctilio leporinus.
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Na analise de componentes principais do ouvido, os dois primeiros
componentes correspondem a 57.75% da variacdo (PC1=33.74% e
PC2=24.01%). Plotando no espaco da forma, n&o houve divisdo tao clara entre
as espécies como nos cranios. Nyctinomops macrotis pode ser encontrado na
extremidade negativa de PC1 com uma céclea pequena e achatada, grande
abertura da bula timpanica e canais semicirculares achatados. Ja na
extremidade positiva ainda de PC1, as espécies do género Lasiurus, com
ectotimpanico grande e cbncavo, canais semicirculares espessos e cocleas
robustas. Na extremidade positiva de PC2 esta Eptesicus furinalis com a céclea
aumentada de formato ovalado, abertura da bula arredondada e de tamanho
menor, e canais semicirculares finos e ndo muito grandes. Na por¢cdo negativa
de PC1le PC2ha M. molossuscom grande abertura da bulaem formato ovalado,
canais semicirculares compactos e robustos e coéclea ndo muito grande de

formato conico.

PCA ouvido
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Figura 2: Grafico comparando PC1 e PC2 da forma do ouvido, com filogenia.
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Imagem 20: Comparativo de vista lateral do ouvido de todas as espécies analisadas. Mtem=

Molossops temminckii, Mmol= Molossus molossus, Nmac= Nyctinomops macrotis, Edim=
Eptesicus diminutus, Efur= Eptesicus furinalis, Lcin= Lasiurus cinereus, Lblo= Lasiurus

blossevillii, Nlep= Noctilio leporinus.
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3.2.2 Sinal filogenético

O resultado do calculo do sinal filogenético para a forma cranio revelou
forte sinal filogenético,com resultado muito préximo ao esperado de acordo com
Brownian motion (k=0.9811, p=0.001*), enquanto o sinal filogenético para os

dados de ouvido mostrou um sinal menos forte (k= 0.4136; p=0.146).
3.2.3 Anédlise Procrustes ANOVA filogenética

As ANOVAsrevelaram que harelagédo da forma do cranioe do ouvidocom o tipo
e aduracdo chamado, mas ndo com frequénciade maxima energiado chamado;
bem como ndoharelacdo com o habitat (Tabela 4). Também foirealizada analise
para comparar a forma com o tamanho do centroide, que nao apresentou
resultados significativos nem para o cranio (p=0.408) nem para o0 ouvido
(p=0.410).

Tabela 4: Resultados Procrustes ANOVA

Forma | Parametro | SS MS Rsq | F Z p-value
Cranio | FME 0.002 | 0.002 | 0.123 | 0.844 | 0.400 | 0.365
Tipo 0.006 | 0.006 | 0.517 | 6.418 | 2.089 | 0.015*

Duracéo 0.008 | 0.008 | 0.658 | 11.54 | 2.422 | 0.003*
Habitat 0.007 | 0.003 | 0.534 | 1.531 | 0.576 | 0.293
Ouvido | FME 0.004 | 0.004 | 0.208 | 1.577 | 0.897 | 0.204
Tipo 0.010 | 0.010 | 0.542 | 7.092 | 1.956 | 0.014*
Duracéo 0.011 | 0.011 | 0.600 | 8.992 | 2.205 | 0.005*
Habitat 0.011 | 0.004 | 0.641 | 2.382 | 1.274 | 0.100

4. Discusséao

As hipoétesesiniciais deste trabalho eram que encontrariamos variacao de
forma tanto no cranio quanto no ouvido e que essa variagao estaria associada
com a histéria filogenética, no caso do cranio, e com o0s padrdes de
ecolocalizacéo escolhidos, no caso do ouvido. Os resultados corroboraram a
presenca de variacdo e demonstraram que a variacdo presente na forma do
cranio esta correlacionada com a filogenia, o tipo de chamado de ecolocalizacdo

(frequéncia modulada ou frequéncia constante) e a duracdo dos pulsos do
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chamado, enquanto que a variagdo da forma do ouvido est4 correlacionada

apenas com o tipo de chamado e a duragéo os pulsos.

A analise acerca da forma do cranio esta de acordo com trabalhos como
o de Giacomini et al (2022) que também mostraram um alto sinal filogenético.
Entretanto, nossos resultados diferem deste mesmo trabalho, que encontrou
correlagdo entre outros parametros de ecolocalizacdo exceto a duracdo do

pulso, que em contraste foi 0 parametro que aqui apresentou correlacdo com a
forma, ndo sé do cranio, mas também do ouvido.

Quanto a forma do ouvido, um dos parametros utilizados atualmente para
identificacdo de morcegos por meio de sonogramas, além do tipo de
ecolocalizacdo utilizado € a frequéncia maxima de energia, como na chave de
identificacdo formulada por Arias-Aguilar et al.,, 2018. Nossos resultados
divergiram do que ja foi proposto, ndo mostrando correlacdo da forma com a
FME, mas sim para o tipo e a duragdo dos pulsos. Entretanto, isso nao
necessariamente indica que nossos resultados sdo opostos aos existentes, ja
gue nossas andalises consideraram a variacdo de forma de diversas estruturas
do ouvido médio e ouvido interno, enquanto outras pesquisas sdo mais focadas

em analises de coclea.

As analises desse trabalho foram realizadas com base em marcos de
morfometria geométrica 3D, um campo inovador que ainda tem muito a ser
desenvolvido, mas temos um numero amostral muito pequeno, o que pode
resultar em dados n&o congruentes com a literatura. Pesquisas futuras com
metodologia semelhante, com aumento da amostragem sdo necessarios para
desenvolvimento de discussdes mais elaboradas sobre o assunto e maior

compreensdo acerca da evolucao de forma do ouvido dentro de Chiroptera.
5. Concluséao

Nossos resultados, ainda que com um numero amostral escasso,
mostram que ainda ha muito o que se descobrir e analisar com relacdo a forma
do ouvido como um todo. Pesquisas futuras com um numero maior tanto de
espécies quanto de espécimes sdo necessarias para melhor entendimento
acerca dos mecanismos de evoluc¢ao da forma dos morcegos e suarelacédo com
ecolocalizagéo.
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