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INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de proteinas como ferramenta para estudar ecologia se desenvolveu
a partir do final dos anos 60 com o uso generalizado de isoenzimas (Murphy et al.
1996). Algumas técnicas de separacdo de proteinas, como a eletroforese SDS-PAGE, se
desenvolveram por volta de 1970 (Laemmli 1970) e inicialmente eram utilizadas para
estudos com fisiologia e bioquimica humanas, dada a complexidade e custo econdmico
do método. A metodologia se baseia na migracdo de particulas em um determinado gel
durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial. Com isso as moléculas sdo separadas
de acordo com seu tamanho, ou seja, as proteinas de menor massa molecular irdo migrar
mais rapidamente que as de maior massa.

A possibilidade de isolar, quantificar e seqlenciar proteinas mediante a técnica
de eletroforese é uma excelente ferramenta para os estudos de um amplo espectro de
processos ecoldgicos desde que sejam abordados por uma perspectiva comparativa. Pela
primeira vez foi possivel identificar as proteinas de um modo relativamente facil e
econbmico, e associar estas identificaces a processos fisioldgicos e vias metabdlicas.
Muitos dos trabalhos anteriores a era gendmica sdo basicamente descritivos, enfocando
a caracterizacdo de proteinas e organismos de interesse comercial (Lopez 2005), como
pragas (Van der Beek et al. 1997; Navas et al. 2002; Calvo et al. 2005), peconha de
serpentes (Mackessy 2002; Fox & Serrano 2008) escorpifes (Nascimento et al. 2006) e
aranhas (Yuan et al. 2007). Em algumas ocasides, as proteinas caracterizadas sdo usadas
para estabelecer relacGes filogenéticas entre espécies proximas (Aquadro& Avise 1981;
Miyazaki et al. 2004) ou variabilidade genética entre populacées (Fullaondo et al. 2001,

Blank et al. 2005; Biron et al. 2006).



A proteina foi o primeiro nutriente considerado essencial para um organismo,
pois sua disponibilidade influencia a ecologia alimentar que, por sua vez, afeta o
crescimento e a reproducdo dos individuos (White 1993). A disponibilidade de proteina
¢ um importante fator que limita a coexisténcia de espécies que utilizam recursos
semelhantes para alimentacdo. Por exemplo, frutos sdo consumidos por grande
quantidade de espécies de aves e mamiferos tropicais (Fleming 1992), mas sdo recursos
pobres em proteinas (Thomas 1984). Provavelmente por esse motivo, animais
exclusivamente frugivoros sdo raros e muitas espécies complementam a dieta com
recursos ricos em proteinas, como insetos, folhas e polen (Gardner 1976).

De modo simplificado, o processo chave para hidrélise do alimento € realizado
por enzimas digestivas secretadas pelo pancreas (Karasov & Hume 1997).
Primeiramente, o alimento € hidrolisado pelas enzimas pancreaticas que quebram
carboidratos em dissacarideos [via amilase (EC 3.2.1.1)] e proteinas em peptideos [via
tripsina (EC 3.4.21.4) e quimiotripsina (EC 3.4.21.1)]. Ap0s essas passagens, enzimas
produzidas na borda do intestino hidrolisam dissacarideos em monossacarideos [maltase
(EC 3.2.1.20) e sucrase (EC 3.2.1.48)] e peptideos em aminoacidos [e.g.,
aminopeptidase-N; APN (EC 3.4.11.2)]. A digestdo de proteinas comeca no estdbmago,
onde se decompdem em proteases, peptonas e polipeptideos grandes, e continua no
intestino onde sofrem a maior parte da digestdo na porcéo intestinal correspondente ao
duodeno. Nesta porcao as proteinas sofrem acdo das enzimas secretadas pelo pancreas,
principalmente das enzimas proteoliticas tripsina, quimiotripsina e caboxipoli-pepitdase.
Dentre as enzimas proteoliticas, destaca-se a tripsina por ser encontrada em sistemas
digestivos de muitos vertebrados que necessitam hidrolisar e absorver proteinas

(Rawlings & Barrett 1994).



Duas importantes hipoteses evolutivas foram propostas baseadas na descricao do
processo digestivo: (1) a atividade da respectiva enzima é ajustada pelo conteddo dos
respectivos substratos alimentares, portanto organismos ndo consumiriam energia
produzindo enzimas em excesso e, a0 mesmo tempo, absorveriam todos os nutrientes
disponiveis (“adaptive modulation hypothesis” de Karasov& Diamond 1988); seguindo
0 mesmo pensamento, (2) a atividade das enzimas pancreéticas € moldada pela
quantidade de seus respectivos substratos e vice-versa, uma proposicdo analoga a
hipotese da simorfose (“symmorphosis hypothesis” de Weibel et al. 1991). Essa
hipo6tese postula que sistemas bioldgicos aderem ao principio da economia morfoldgica
(“economy of design”), onde a formacdo de elementos estruturais é regulada para
satisfazer, mas ndo exceder, 0s requerimentos do sistema funcional.

Na linha da primeira hip6tese, muitos estudos tem encontrado correlacdo
significativa entre as atividades das enzimas digestivas e 0s respectivos substratos
presentes na dieta, em ambos os niveis intra e inter-especifico (revisado por Karasov&
Hume 1997; Karasov et al. 2011). Em aves passeriformes, ha correlagdo inter-especifica
entre a composi¢do da dieta e atividade de carboidrases intestinais e pancreaticas, mas
ndo de proteases (Kohl et al. 2011; Ramirez-Otarola et al. 2011). Individuos adultos de
uma mesma espécie de passeriformes ajustam a atividade de proteases de acordo com a
composi¢gdo da dieta, mas ndo de carboidrases intestinais. Por outro lado, aves
Galloanserae (clado que inclui Galiformes e Anseriformes) ajustam a atividade de
carboidrases intestinais, mas ndo proteases (McWhorter et al. 2009). Alguns peixes
marinhos ajustam as atividades das enzimas responsaveis pela digestdo de proteinas de
acordo com a porcentagem desse substrato na dieta (Zambonino-Infante e Cahu 2007),

assim como fazem as espécies de roedores (Sabat et al. 1999;Liu et.al. 2012)



A morfologia e a funcdo do trato gastrointestinal de muitos vertebrados podem
ser explicadas pelas interacGes entre os componentes da dieta e a forma mais econémica
de digestdo, ambos aspectos incorporados as rea¢fes quimicas e aos modelos funcionais
do intestino. Um Unico estudo encontrado sobre enzimas digestivas de morcegos reporta
que a mudanga de habito alimentar insetivoro para nectarivoro ou frugivoro foi
acompanhada pelo aumento da atividade de enzimas intestinais que atuam na digestéo
de carboidratos e agucares (sucrase e maltase), e pela diminui¢do da atividade da enzima
trealase, que atua na digestdo de trealose (responsavel pelo armazenamento de agucar
em insetos) (Schondube et al. 2001). Por ser um nutriente essencial, Schondube et al.
(2001) predizem que a habilidade em digerir proteinas permanece constante entre
morcegos de diferentes habitos alimentares.

A capacidade dos animais de ajustar a atividade das enzimas digestivas de
acordo com as variagcBes na quantidade e qualidade dos itens presentes na dieta é
considerada uma das maiores virtudes na fisiologia comparada e ecologia nutricional.
As principais caracteristicas dessa capacidade sdo o aumento na taxa de absorcéo e a
diminuicdo do tempo de digestdo (Karasov et al. 2011). A composicdo da dieta age
como uma forca seletiva sobre as enzimas digestivas dos organismos, que ajustam a
atividade das enzimas envolvidas na digestdo (Karasov & Diamond 1988). A efetiva
funcdo do trato intestinal € importante em vertebrados, principalmente em morcegos e
aves, pois demandam grande energia para 0 voo e rapida taxa de crescimento (Caviedes-

Vidal et al. 2007).
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OBJETIVOS GERAIS

A presente tese teve cinco objetivos principais divididos em 2 capitulos. O capitulo 1
teve como objetivos (1) analisar o perfil protéico do intestino de 16 espécies de
morcegos filostomideos, (2) comparar a similaridade entre as espécies estudadas com
relacdo aos niveis de proteinas encontrados nos intestinos e (3) verificar se a
similaridade dos perfis protéicos dos intestinos estda associada a proximidade
filogenética entre as 16 espécies de morcegos filostomideos. No capitulo 2, os objetivos
foram (4) avaliar se morcegos filostomideos possuem capacidade de modular a
producdo da enzima tripsina em funcdo da porcentagem de proteinas na dieta e (5)
avaliar se as espécies com dieta pobre em proteinas possuem menos habilidade de

modular a enzima tripsina do que as espécies com dieta mais rica em proteinas.
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Particdo de proteinas entre morcegos filostomideos em regiGes de Savana no Mato
Grosso do Sul

RESUMO

Os morcegos filostomideos sdo especializados em algum tipo de alimento, porém
podem explorar eficientemente outros tipos de recursos e assim reduzir a sobreposigéo
alimentar entre espécies e suprir necessidades fisiologicas, principalmente de proteinas.
Os objetivos deste trabalho séo descrever o perfil protéico do intestino de 15 espécies de
morcegos filostomideos, avaliar a similaridade entre as espécies com respeito aos niveis
de proteinas e avaliar se a similaridade dos perfis protéicos dos intestinos esta associada
a proximidade filogenética. Os espécimes foram coletados em seis regides de Savana e
seus intestinos dissecados para extracdo de proteinas e posteriormente analisados
através do metodo de eletroforese SDS-PAGE. As maiores concentracdes de proteina
total foram registradas em intestinos de Platyrrhinus lineatus, Lophostoma brasiliense e
Glossophaga soricina. A ordenacdo (NMDS) em uma dimensdo das espécies de
filostomideos baseada no perfil protéico encontrado no intestino dos morcegos
aproximou as espécies em dois grupos compostos por membros de diferentes
subfamilias. Adicionalmente, dentro de cada um desses grupos ocorreram subgrupos
compostos por espécies de diferentes subfamilias e subgrupos compostos por espécies
de mesma subfamilia (Stenodermatinae). Morcegos filostomideos sdo altamente
especializados quanto ao tipo de alimento, e aqueles especializados em recursos cuja
oferta é muito abundante, podem co-ocorrer e sobrepor suas dietas. Por outro lado,
especies especializadas em recursos escassos podem co-ocorrer com mais frequéncia
com espécies que diferem quanto a dieta principal, evitando a sobreposicdo. A
exploracdo de diferentes fontes de proteinas, conforme encontrado nesse estudo, pode
ser resultado de estratégia de particdo de recursos pouco abundantes para diminuir ou
evitar a competicdo interespecifica, e de sobreposicdo de consumo de itens muito
abundantes, que nao parecem ser limitantes para espécies de stenodermatineos, embora

filogeneticamente proximas.

PALAVRAS CHAVES: 1) Recursos 2) Eletroforese 3) Perfil Protéico
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Protein partition between phyllostomidae bats in savanna regions of Mato Grosso
do Sul

ABSTRACT

Bats of the family Phyllostomidae are specialized in a certain type of food, however
they might efficiently explore other resources, and therefore reduce dietary overlap
between species while matching physiological needs, protein-like mainly. Here we aim
to describe intestine protein profiles of 16 species of Phyllostomidae bats, assess the
similarity between species regarding protein levels and evaluate if intestine protein
profiles similarity is linked to phylogenetic proximity. Bats were collected in six
savanna regions and their intestines were dissected for protein extraction, and after
analyzed through the electrophoresis SDS-PAGE method. The greatest total protein
concentrations were registered in Platyrrhinus lineatus, Lophostoma brasiliense and
Glossophaga soricina intestines. The NMDS analysis showed two groups composed by
different subfamilies members. Group 1 was formed by L. brasiliense, C. perspicillata,
G. soricina, A. planirostris e P. bilabiatum. Group 2 had M. minuta, T. bidens, D.
rotundus, S. lilium, C. doriae, A. lituratus, V. pusilla, P. lineatus, P. helleri, P. discolor
e A. caudifer. Phyllostomidae bats are highly specialized when it comes to food type,
and those specialized in abundant resources may co-occur and overlap their diets. On
the other hand, species specialized in scarce resources might co-occur more frequently
with species that differ when it comes to the main dietary constituents, avoiding
overlap. The exploitation of different protein sources, as was found here, can be a result
of a resource partition strategy when resources are not abundant, to diminish or avoid
interspecific competition, and consumption overlap of rather abundant items, which do
not seem to be limiting for Stenodermatinae species, although phylogenetically close.

Key words: 1) Resources 2) Electrophoresis 3) Protein Profile
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INTRODUCAO

Phyllostomidae é a familia com maior riqueza de espécies entre os mamiferos
neotropicais, e mais de 70 espécies podem co-ocorrerem uma mesma regido (Rex et al.
2008). Os mecanismos que promovem e mantém essa grande diversidade local e
regional de filostomideos tém sido abordados, porém ainda ndo sdo bem compreendidos
(Rex et al. 2008). Os morcegos filostomideos sdo especializados em algum tipo de
alimento, porém podem explorar eficientemente outros tipos de recursos e assim reduzir
a sobreposicdo alimentar entre espécies (Dumont 2003; Munin et al. 2012). Com base
no habito alimentar predominante, as espécies de filostomideos tém sido classificadas
em guildas alimentares que consideram a dieta e o comportamento de forrageio
(Giannini & Kalko 2004). Essa classificagdo tem como pressupostos (1) que a
exploracdo de diferentes fontes alimentares é um resultado da partilha de recursos entre
populacBes de espécies coexistentes de filostomideos, e (2) que espécies
filogeneticamente mais proximas exploram recursos semelhantes de maneira semelhante
(Magurran  2004). Uma expectativa ecoldgica-evolutiva é que espécies
filogeneticamente mais préximas possuem maior potencial para competicdo do que
espécies filogeneticamente mais distantes (Arlettaz et al. 1997, Giannini &Kalko 2004,
Moreno et al. 2006).

Diferentes estudos mostram que morcegos filostomideos exploram uma ampla
gama de recursos, incluindo néctar, poélen, folhas, frutos, sementes, artrépodes,
pequenos vertebrados e sangue de grandes vertebrados (Gardner 1977; Kunz & Diaz
1994; Munin et al. 2012). Essa diversidade de recursos explorados é uma estratégia para
suprir necessidades fisiologicas e, principalmente, de proteinas. A disponibilidade de
proteina tende a ser um importante fator limitante para a coexisténcia de espécies de

uma mesma guilda que utilizam esse nutriente como principal componente de sua dieta
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(Herrera et al. 2002). Além disso, o crescimento e a reproducdo dos individuos sao
amplamente dependentes de proteina, cuja disponibilidade influencia a ecologia
alimentar das espécies (White 1993) e pode explicar padrdes de co-ocorréncia em uma
determinada regido (Wetterer et al. 2000; Giannini & Kalko 2004; Rex et al. 2008).

Resumidamente, uma ampla gama de recursos € consumida pelos morcegos
filostomideos e as macromoléculas de proteinas sdo hidrolisadas no intestino grosso
pelas proteases e entdo absorvidas pelos vasos sanguineos localizados na parede do
intestino reto (Karasov & Martinez del Rio 2007). Com isso, analise das proteinas
presentes no intestino € uma excelente ferramenta para estudos sobre particdo de
proteinas entre espécies de determinada regido. A utilizacdo e a sobreposicdo de
diferentes tipos de recursos por morcegos filostomideos tém sido bastante estudada por
meio de métodos como andlise de contetdo fecal (Fleming 1986; 1991; Giannini &
Kalko 2004; Munin et al. 2012), conteudo estomacal (Fleming et al. 1972), genética
molecular (Clare et al. 2009) e marcadores moleculares (Fleming 1995; Herrera et al.
2002). Porém, ndo ha estudos de fisiologia que abordem a ingestdo e a possivel particdo
de proteinas digeridas e assimiladas no intestino por espécies de filostomideos.

Os objetivos deste trabalho sdo (1) descrever o perfil protéico do intestino de 16
espécies de morcegos filostomideos, (2) avaliar a similaridade entre as espécies com
respeito aos niveis de proteinas encontrados nos intestinos e (3) avaliar se a similaridade
dos perfis protéicos dos intestinos esta associada a proximidade filogenética entre as 16
espécies de morcegos filostomideos. E esperado que espécies filogeneticamente mais
proximas tenham baixa similaridade de proteinas intestinais, evitando assim a
competicdo interespecifica. Por outro lado, caso a similaridade de proteinas intestinais
entre espécies filogeneticamente proximas seja alta, € esperado que essas proteinas

sejam abundantes no local.
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MATERIAL E METODOS

Locais de estudo

Os individuos foram coletados em quatro regides de Cerrado préximos as cidades de
Nioaque (21° 04’ S, 55° 40° W), Campo Grande (20° 26’ S, 54° 38* W), Jardim (22°
18" S, 56° 09° W) e Rio Verde de Mato Grosso (18° 30" S, 54° 30" W). Esses
fragmentos apresentam clima Tropical sazonal de inverno seco com precipitacfes
anuais na média de 1000 a 1600 mm. As temperaturas variam de 25 a 32 °C no verao e
de 8 a 17 °C no inverno (PCBAP 1997). Apresentam vegetacdo arborea com dossel
continuo com altura média em torno de 10m e constituido por vegetacdo caracteristicas
de regibes seca, com fisionomia diversificada e composi¢cdo floristica bastante
heterogéneas. Adicionalmente as regides de Cerrado, foram coletados espécimes em
duas regides do Pantanal, proximos as regides do Passo do Lontra (19° 34’ S, 57° 20’
W) no Pantanal do Miranda e Barranco Alto (19° 34' S, 56° 09' W) no Pantanal da
Nhecolandia. O clima da regido Pantaneira é do tipo Aw de Képpen (PCBAP 1997),
com nitida diferenca entre as estacfes seca e Umida e caracterizada pela presenca de
baias e salinas circundadas por extensos corddes de florestas deciduas ou semideciduas.
Outros tipos de vegetacOes presentes sdo as matas ciliares ao longo do Rio Negro

(Pantanal da Nhecolandia) e Miranda (Pantanal do Miranda).

Coleta de dados

Para cada espécie estudada, foram coletados trés exemplares em regiGes de savana
(tabela 1). As amostragens foram realizadas em marco de 2010 na regido de Nioaque,
abril de 2010 na regido de Jardim, novembro de 2010 na regido de Rio Verde de Mato
Grosso, dezembro de 2010 na regido do Passo do Lontra, janeiro de 2011 na regido da

Fazenda Barranco Alto e fevereiro de 2011 na regido de Campo Grande. Em cada visita
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a um determinado sitio, foram feitas capturas de morcegos em trés noites consecutivas.
A cada noite de amostragem num mesmo sitio as redes foram armadas em locais
diferentes, distantes 1 a 25 km entre si e sem o conhecimento prévio da presenca de
especies de morcegos ou de recursos utilizados por morcegos. Os morcegos foram
capturados com auxilio de quatro redes de neblina (duas de 2,6 x 12 m e duas 2,6 x 18
m) a cada noite de amostragem, abertas ao por do sol e fechadas ap6s 6 h, totalizando
esforco de 1.080 amostral em cada sitio e 6.480 m”.h em todo o estudo.

Em cada sitio foram selecionados locais representativos que constituem tipo de
ambiente florestal comum aos seis sitios de coleta. A identificacdo das espécies de
morcegos foi feita no campo, com auxilio de chaves de identificacdo. Esses individuos
utilizados foram aproveitados de outros projetos de levantamento cuja coleta de
espécimes estava prevista como material testemunho de referéncia, e incorporados a

Colecédo Zooldgica da UFMS (ZUFMS).

Extracdo das proteinas intestinais

Para extragdo de proteinas, os intestinos dos espécimes coletados foram dissecados com
auxilio de estiletes sobre 1dmina de vidro escavada e refrigerada em banho de gelo. Os
intestinos dos morcegos sofreram incisdo longitudinal e foram lavados exaustivamente
com agua destilada para eliminacéo dos residuos. Apos serem dissecados, 0s intestinos
foram homogeneizados com Poter® e pistilo em solugdo de 150 Mm NaCl e
posteriormente centrifugado a 4° C e 10.000 rpm por 5 min. O sedimento (restos
celulares do intestino) foi descartado e o material liquido contendo proteinas sollveis
foi coletado e armazenado em gelo para os ensaios posteriores. A concentracdo total de
proteinas nos intestinos foi determinada pelo método de Bradford (1976) com albumina

bovina como padréo.
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Eletroforese SDS-PAGE

As analises em gel SDS-PAGE (12,5%) (Eletroforese SDS-PAGE) foram realizadas
conforme descrito por Laemmli (1970). As proteinas usadas como padrGes de peso
molecular foram fosforilase (94 kDa), albumina de soro de bovino (67 kDa),
ovalbumina (43 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20 kDa)
e a-lactalbumina (14 kDa). As proteinas foram detectadas por coloragcdo com 0,1% de
azul brilhante de Coomassie R-250. Para padronizar os testes, foram usados 10 mg de

proteina por espécie.

Analises de dados

A partir do perfil protéico de cada uma das espécies de filostomideos, revelado pela
eletroforese SDS-PAGE, foi construida uma matriz de espécies de morcegos e
principais proteinas (presenca ou auséncia) identificadas com base em pesos
moleculares. Para ordenar as espécies de acordo com a similaridade (ou dissimilaridade)
de proteinas intestinais foi usado o método de Escalonamento Multidimensional N&o
Meétrico (NMDS) ordenados a partir do indice de similaridade de Jaccard. Para avaliar
se as espécies filogeneticamente mais préximas sdo mais similares quanto ao perfil
protéico do intestino foi calculada a distancia filogenética par-a-par entre as espécies
estudadas de acordo com os valores descritos por Baker et al. (2003) (Figura 1).
Posteriormente, foi testada a correlacdo entre a matriz de distancia filogenética e a

matriz de similaridade protéica através do teste de Mantel (1967).
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Figura 1: Distancias filogenéticas entre as espécies da familia Phyllostomidae (cf.

Baker et al. 2003)
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RESULTADOS

As maiores concentragdes de proteina total foram registradas em intestinos de
Platyrrhinus lineatus (26,77 = 4,22 ugp/ul; n = 3), Lophostoma brasiliense (19,43 +
1,52 ugp/ul; n = 3) e Glossophaga soricina (18,45 + 2,26 ugp/ul; n = 3). Por outro lado,
Phyllostomus discolor (1,76 + 0,93 ugp/ul; n = 3), Vampyressa pusilla (2,04 + 1,43
ugp/ul; n = 3) e Micronycteris minuta (2,76 + 0,25 ugp/ul; n = 3) foram as espécies com

menores concentracles de proteinas no intestino (Tabela 1).

Tabela 1: Proteina total, mensurada através do método de Bradford (1976), de 16
espécies de morcegos filostomideos arranjados em ordem decrescente, bem como o

local de coleta.

Concentragdo de proteinas (ugp/ul) Locais de coleta
Média DP

Espécies de morcegos (n=3) (n=3) Dominio Local
Platyrrhinus lineatus 26,77 4,22 Pantanal Passo do Lontra
Lophostoma brasiliense 19,43 1,5 Cerrado Nioaque
Glossophagasoricina 18,45 2,26 Cerrado Campo Grande
Platyrrhinus helleri 13,12 2,07 Cerrado Nioaque
Sturniralilium 11,28 1,2 Pantanal Passo do Lontra
Pygoderma bilabiatum 11,13 1,87 Cerrado Jardim
Artibeus lituratus 11,09 1,4 Pantanal Passo do Lontra
Tonatia bidens 10,34 1,03 Cerrado Rio Verde
Artibeus planirostris 9,84 1,52 Pantanal Passo do Lontra
Chiroderma doriae 9,17 1,4 Pantanal Passo do Lontra
Carolliaperspicillata 6,83 0,73 Cerrado Rio Negro
Anoura caudifer 4,14 0,95 Cerrado Rio Verde
Micronycteris minuta 2,76 0,25 Cerrado Rio Verde
Vampyressa cf. pusilla 2,04 1,43 Pantanal Barranco Alto
Phyllostomus discolor 1,76 0,93 Pantanal Passo do Lontra

As analises de eletroforese SDS-PAGE do conteldo protéico do intestino dos
morcegos apresentaram bandas de 16 a 102 kDa. Chiroderma doriae e G. soricina
apresentaram maior riqueza de proteinas (n = 5) e Carollia perspicillata e M. minuta
foram as espécies com menor riqueza (n = 1) (Tabela 2). As espécies L. brasiliense
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(Phyllostominae), C. perspicillata (Carolliinae) e G. soricina (Glossophaginae)
apresentaram somente proteinas acima de 56 kDa, enquanto que Pygoderma bilabiatum
(Stenodermatinae), M. minuta (Phyllostominae), Anoura caudifer (Glossophaginae),
Platyrrhinus helleri (Stenodermatinae) e Tonatia bidens (Phyllostominae) somente
proteinas abaixo de 52 kDa. As demais espécies — V. pusilla (Stenodermatinae),
P.lineatus (Stenodermatinae) e P. discolor (Phyllostominae) — apresentaram tanto
proteinas acima quanto abaixo de 50 kDa (Tabela 2).

A ordenagdo (NMDS) em uma dimensdo das espécies de filostomideos baseada no
perfil protéico encontrado no intestino dos morcegos aproximou as espécies em dois
grupos compostos por membros de diferentes subfamilias. Um grupo (grupo 1) foi
formado pelas espécies L. brasiliense (Phyllostominae), C. perspicillata (Carolliinae),
G. soricina (Glossophaginae), A. planirostris e P. bilabiatum (Stenodermatinae). Outro
grupo (grupo 2) reuniu as espécies M. minuta, T. bidens (Phyllostominae), S. lilium, C.
doriae, A. lituratus, V. pusilla, P. lineatus, P. helleri (Stenodermatinae), P. discolor
(Phyllostominae) e A. caudifer (Glossophaginae) (Figura 2). Adicionalmente, dentro de
cada um desses grupos ocorreram subgrupos compostos por espécies de diferentes
subfamilias, como (1) L. brasiliense (Phyllostominae), C. perspicillata (Carolliinae) e
G. soricina (Glossophaginae) e (2) Anoura caudifer (Glossophaginae), P. helleri
(Stenodermatinae) e T. bidens (Phyllostominae); ou (3) subgrupo composto por espécies
de mesma subfamilia (Stenodermatinae), como S. lilium, C. doriae e A. lituratus

(Stenodermatinae), e V. pusilla e P. lineatus (Stenodermatinae) (Figura 2).
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Tabela 2: Proteinas em ordem decrescente de pesos moleculares identificadas por eletroforese SDS-PAGE em intestinos de 16 espécies de

morcegos filostomideos em regides de Savana, Mato Grosso do Sul.

Proteinas

k D a

Espécies 102 96 86 82 72 70 62 59 58 56 52 50 43 41 39 32 26 25 24 23 22 21 16
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Micronycteris minuta
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Figura 2. Ordenacdo em uma dimensdo (NMDS: stress = 0,02, r* = 0,99) de 16 espécies
de morcegos de acordo com as proteinas encontradas nos intestinos, em Savana, Brasil.
Lbra = Lophostoma brasiliense, Cper = Carollia perspicillata, Gsor = Glossophaga

soricina, Apla = Artibeus planirostris, Pbil = Pygoderma bilabiatum, Mmin =

Micronycteris minuta, Slil = Sturnira lilium, Alit = Artibeus lituratus, Cdor =

Chiroderma doriae, Vpus = Vampyressa pusilla, Plin = Platyrrhinus lineatus, Pdis

Phyllostomus discolor, Acau = Anoura caudifer, Phel = Platyrrhinus helleri, Thid
Tonatia bidens.

N&o houve correlacdo significativa (p = 0,61 r = -0,047; teste de Mantel) entre os
valores da distancia filogenética estimados (Tabela 3) com a distdncia da ordenacédo
(Figura 2) baseada no perfil protéico das espécies estudadas. Entretanto a ordenacgdo
(NMDS) em uma dimensdo mostrou que existe similaridade com relacdo a ingestdo de
proteinas de determinados pesos moleculares entre alguns membros da subfamilia
Stenodermatinae, como S. lilium, A. lituratus, C. doriae, e entre V. pusilla e P. lineatus

(Figura 2).
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Tabela 3: Distancias filogenéticas, com base em Baker et al. 2003, de 16 espécies de morcegos filostomideos. Lbra = Lophostoma brasiliense,
Cper = Carollia perspicillata, Gsor = Glossophaga soricina, Apla = Artibeus planirostris, Pbil = Pygoderma bilabiatum, Mmin = Micronycteris
minuta, Drot = Desmodus rotundus, Slil = Sturnira lilium, Alit = Artibeus lituratus, Cdor = Chiroderma doriae, Vpus = Vampyressa pusilla, Plin

= Platyrrhinus lineatus, Pdis = Phyllostomus discolor, Acau = Anoura caudifer, Phel = Platyrrhinus helleri, Thid = Tonatia bidens.

Espécies Substituicdo/site
P.lin G.sor L.bra P.bil P.hel T.bid A.cau M.min A.pla C.per S.lil A.lit C.dor V.pus D.rot

Glossophagasoricina 0,178
Lophostoma brasiliense 0,193 0,193
Pygoderma bilabiatum 0,097 0,203 0,218

Platyrrhinus helleri 0,039 0,178 0,193 0,097
Tonatia bidens 0,185 0,185 0,158 0,210 0,185
Anoura caudifer 0,181 0,147 0,204 0,206 0,181 0,188

Micronycteris minuta 0,214 0,214 0,213 0,239 0,214 0,204 0,217
Artibeus planirostris 0,082 0,188 0,203 0,076 0,082 0,194 0,190 0,224
Caroliaperspicillata 0,142 0,169 0,18 0,167 0,142 0,176 0,172 0,206 0,151

Sturniralilium 0,114 0,186 0,201 0,139 0,114 0,193 0,189 0,222 0,124 0,150

Artibeus lituratus 0,082 0,188 0,203 0,076 0,082 0,194 0,190 0,224 0,033 0,151 0,124

Chiroderma doriae 0,064 0,181 0,196 0,100 0,064 0,188 0,183 0,217 0,085 0,144 0,117 0,085

Vampyressa cf Pusilla 0,061 0,189 0,204 0,108 0,061 0,196 0,192 0,231 0,093 0,153 0,125 0,093 0,075
Desmodusrotundus 0,300 0,275 0,274 0,300 0,300 0,265 0,278 0,261 0,285 0,267 0,283 0,285 0,275 0,286

Phyllostomus discolor 0,188 0,188 0,161 0,213 0,188 0,136 0,190 0,207 0,189 0,179 0,196 0,189 0,190 0,199 0,268
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DISCUSSAO

A concentracdo de proteina total registrada em intestinos de morcegos filostomideos
indica que P. lineatus, L. brasiliense e G. soricina possuem dieta com maior propor¢ao
de proteinas quando comparado com as outras espécies em estudo. Esse resultado é
coerente com a grande proporgdo de polen e artrépodes que estas espécies consomem
no local de estudo (Munin2012), ou seja, com a diversidade de itens alimentares que
inclui componentes animais e vegetais. Comparativamente a outras espécies de
filostomideos da regido de estudo, essas trés espécies incluem aproximadamente sete
vezes mais polen e cinco vezes mais artropodes em suas dietas (Munin 2012). Além
disso, os frutos de Ficus spp. consumidos em grandes quantidades por P. lineatus
apresentam maior porcentagem de proteinas e aminodcidos que outros frutos
consumidos por outras espécies (Wendeln et al. 2000). Também no local de estudo, G.
soricina consome pdlen de 10 espécies vegetais e insetos das ordens Coleoptera,
Lepidoptera e Thysanoptera; e L. brasiliense apresenta dieta fortemente insetivora,
consumindo principalmente Coleoptera e Orthoptera, (Munin 2012).

A riqueza de proteinas, revelada pela eletroforese SDS-PAGE, do conteudo
protéico do intestino das espécies de morcegos estudadas, mostrou que existem espécies
de morcegos mais generalistas quanto ao consumo de itens protéicos, pois apresentam
proteinas de pesos moleculares diferentes, como € o caso de C. doriae e G. soricina que
obtiveram proteinas de cinco pesos moleculares diferentes. Chiroderma doriae é
considerado frugivoro, especialista em frutos de Ficus spp. e possui comportamento de
ingestdo atipico (Nogueira & Peracchi 2002) podendo consumir varias espécies de
Ficus em determinada regido (Nogueira & Peracchi 2002, 2003). Glossophaga soricina
é considerado generalista por apresentar uma ampla gama de itens em sua dieta. De

acordo com Munin (2012), na regido de estudo G. soricina pode se alimentar de
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recursos florais de 10 especies vegetais alem de quatro espécies de frutos, e predar
artropodes de quatro ordens. Por outro lado, C. perspicillata e M. minuta podem ser
consideradas especialistas, pois 0s ensaios mostraram somente proteinas de um peso
molecular. C. perspicillata é destacadamente uma espécie consumidora de frutos de
Piper spp. (Marinho-Filho 1991), sendo que no local de estudo 73 % da sua dieta é
baseada na ingestdo de frutos desse género (Munin 2012). Apesar da baixa captura no
local de estudo, M. minuta, apresentou somente artropodes da ordem Lepidoptera em
sua dieta, resultado que apoia a possibilidade de dieta especializada.

A similaridade quanto as proteinas intestinais entre as espécies de filostomideos
reunidas no grupo 1 (L. brasiliensis, C. perspicillata, G.soricina, A. planirostris e P.
bilabiatum) pode ser explicada pela sobreposicdo entre elas quanto ao consumo de
Colebptera, a ordem de artrépode mais abundante na regido (Munin 2012). Por outro
lado, a similaridade entre os filostomideos que compuseram o grupo 2 (M. minuta, S.
lilium, A. lituratus, C. doriae, V. pusilla, P. lineatus, P. discolor, A. caudifer, P. helleri,
T. bidens), pode ser devido a sobreposicdo entre elas quanto ao consumo de
Lepidodptera, a segunda ordem de artropodes mais abundante na regido (Munin 2012).

A similaridade quanto as proteinas intestinais entre as espécies de diferentes
subfamilias — L. brasiliensis (Phyllostominae), G. soricina (Glossophaginae) e C.
perspicillata (Carollinae) subgrupo 1 e A. caudifer (Glossophaginae), P. helleri
(Stenodermatinae) e T. bidens (Phyllostominae) subgrupo 2 — indica que alguns
recursos protéicos podem ser usados por espécies de morcegos filogeneticamente
distantes. Na regido de estudo, espécies do subgrupo 1 sobrepGem suas dietas com
relacdo ao consumo de Hymenoptera e Hemiptera (Munin 2012). Carollia perspicillata
e G. soricina sobrepde suas dietas por consumirem frutos de Ficus crocata (Moraceae),

e recursos florais de Bauhinia ungulata, Hymenaea courbaril (Fabaceae),
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Pseudobombax longiflorum (Malvaceae), Psittacanthus corynocephalus (Loranthaceae)
e artropodes como Hymenoptera e Hemiptera (Munin 2012). A similaridade entre as
especies do subgrupo 2 pode ser explicada pela sobreposicdo no consumo de
Lepidoptera (Nogueira et al. 2003, Oprea et al. 2009).

A presenca de subgrupos compostos apenas por espécies da subfamilia
Stenodermatinae indica forte sobreposicdo de fontes de proteinas entre elas e, portanto,
entre espécies que sao filogeneticamente proximas. As espécies de stenodermatineos do
subgrupo 3 (S. lilium, C. doriae e A. lituratus) possuem morfologia dental e cranial
muito semelhantes, sdo freqlientemente capturadas juntas e préximas as mesmas fontes
de frutos (Oprea & Wilson 2008), principalmente Ficus spp. na regido de estudo, ou
mesmo em outros locais (Giannini &Kalko 2004, Oprea & Wilson 2008, Munin et al.
2012, Munin 2012). Na regido de estudo, S.lilium e A. lituratus também sobrepdem suas
dietas com respeito ao consumo de pdlen de Bauhinia ungulata (Fabaceae) e a predacao
de Lepidoptera (Munin 2012). As espécies do subgrupo 4 (V. pusilla e P. lineatus),
além da morfologia semelhante, sdo consideradas consumidoras assiduas de Ficus spp.
(Giannini & Kalko 2004).

A sobreposicdo quanto aos itens alimentares consumidos pelos morcegos
Stenodermatinae pode ocorrer sem levar a competicdo interespecifica (ver Fleming
1986), pois os recursos utilizados ndo parecem limitados. As figueiras possuem
estratégia de frutificacdo explosiva e por pouco tempo, produzindo mais frutos do que a
fauna é capaz de consumir (Kalko et al. 1996). Essa estratégia € confirmada pela grande
quantidade de infrutescéncias maduras (siconios) que caem da planta pela gravidade por
nédo terem sido consumidos pelos dispersores (Figueiredo & Perin 1995, Wendeln et al.
2000, Shanahan et al. 2001). Flores de Bauhinia ungulata também representam recurso

muito abundante na regido de estudo. Essa espécie pioneira ocupa amplamente areas
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abertas e produz grande densidade de flores por longo tempo (Fischer 1992).
Adicionalmente, outro item alimentar compartilhado pelas espécies de stenodermatineos
sdo especies de Lepidoptera, segunda ordem de artropode mais abundante na regido de
estudo; correspondem a 24 % da biomassa de insetos disponiveis (Munin 2012).
Portanto, a abundancia desses recursos na regido de estudo pode permitir a forte
sobreposicdo de itens alimentares entre espécies da subfamilia Stenodermatinae, que
provavelmente ndo competem por esses recursos e devem ter suas populagdes limitadas
por outros fatores (Magurran 2004).

Morcegos filostomideos sdo altamente especializados quanto ao tipo de
alimento, e aqueles especializados em recursos cuja oferta € muito abundante, como
frutos de Ficus, podem co-ocorrer e sobrepor suas dietas. Por outro lado, espécies
especializadas em recursos escassos podem co-ocorrer com mais frequéncia com
espécies que diferem quanto a dieta principal, evitando sobreposicdo (Dumont 2003). A
exploracdo de diferentes fontes de proteinas, conforme encontrado nesse estudo, pode
ser resultado de estratégia de particdo de recursos pouco abundantes para diminuir ou
evitar a competicdo interespecifica, e de sobreposicdo de consumo de itens muito
abundantes, que ndo parecem ser limitantes para espécies de stenodermatineos, embora
filogeneticamente proximas.

O perfil protéico dos intestinos das espécies de morcegos estudados néo
apresentou associacdo com a distancia filogenética. Portanto, a composi¢cdo das
proteinas do intestino ndo parece ser uma caracteristica conservada através das
linhagens de filostomideos. Porém, algumas espécies filogenéticamente proximas e
pertencentes a subfamilia Stenodermatinae apresentaram sobreposi¢do quanto ao perfil
protéico do intestino, isso indica que o perfil protéico é uma caracteristica ndo que tende

a ser conservada nas linhagens de morcego. Embora tenham capacidade de explorar
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diferentes recursos protéicos, os stenodermatineos apresentam semelhanca de dieta
devido a oferta abundante dos itens alimentares principais. Com isso, a competi¢do
interespecifica por recursos alimentares pode ser reduzida entre espécies de
filostomideos filogeneticamente proximas, permitindo a coexisténcia de espécies do

mesmo género.
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Dieta proteica e atividade triptica em morcegos filostomideos de Savana, Mato
Grosso do Sul

Resumo

A tripsina é uma enzima que atua na digestdo de proteinas e sua atividade pode, ou ndo,
ser ajustada de acordo com o tipo de substrato alimentar ingerido, de modo que 0s
organismos ndo produzam enzimas em excesso ou em quantidades abaixo do
necessario. Os objetivos deste trabalho sdo descrever a presenca e a atividade da enzima
tripsina em 15 espécies de morcegos filostomideos e testar a hipotese de que morcegos
filostomideos possuem capacidade de modular a producéo da enzima tripsina em funcéo
da proporcéo de proteinas na dieta. Os espécimes foram coletados em seis regifes de
Savana e seus intestinos dissecados para extracdo de proteinas e posteriormente
analisados atraves do ensaio triptico. Adicionalmente, as amostras fecais foram
verificadas e classificadas em “ndo proteica” e “proteica” e realizada regressao linear
simples entre a atividade da enzima tripsina e a proporcdo de “dieta proteica”. Houve
relacdo significativa entre a atividade da enzima tripsina no intestino dos morcegos
filostomideos e a porcentagem de itens protéicos na dieta. A atividade da enzima
tripsina foi maior em intestinos de Tonatia bidens, Lophostoma brasiliense e
Glossophaga soricina. Tonatia bidens e L. silviculum foram as espécies que
apresentaram dieta 100% proteica. Morcegos filostomideos possuem capacidade de
modular a producdo da enzima tripsina de acordo com a porcentagem de proteina
ingerida. O custo metabdlico para manter elevadas concentrac@es de tripsina pode gerar
forte pressdo seletiva para modulacdo da sua produgdo, pois 0 gasto energético para a
sintese e manutencdo de grandes quantidades de enzima seria perdido por aqueles

animais que possuem niveis baixos de determinado substrato na dieta.

Palavras chaves: 1) Hidrolise 2) Modulacédo 3) Dieta Protéica
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Protein diet and tryptic activity in phyllostomidae bats of savanna region, Mato
Grosso do Sul

Abstract

Trypsin is an enzyme that works on protein digestion and this activity may, or may not,
be adjusted according to the type of feeding substrate ingested, so the organisms do not
overproduce or under produce enzymes. This essay goals are to describe the trypsin
enzyme presence and production in 15 phyllostomidae bats species, and test the
following hypothese: phyllostomidae bats are able to modulate trypsin enzyme
production according to the diet protein proportion. Samples were collected in six
savanna regions and had their intestines dissected for protein extraction, and then
analyzed through tryptic testing. Moreover, faecal sample were verified and classified in
“non-proteinic” and “proteinic”. Simple linear regression was carried out between
trypsin enzyme and “proteinic diet” proportion. There was meaningful relation between
trypsin enzyme activity in phyllostomidae bats intestines and proteinic items percentage
on the diet. Trypsin enzyme activity was greater in intestines of Tonatia bidens,
Lophostoma brasiliense and Glossophaga soricina. Tonatia bidens and L. silviculum
were the species that showed a 100% protein diet. Phyllostomidae bats are able to
modulate trypsin enzyme production according to protein percentage ingested. The
metabolic cost to keep high trypsin concentrations might generate strong selective
pressure for its production modulation, for the energy expenditure for synthesis and
maintenance of large enzyme quantities would be wasted by those animals which have

low substrate levels on their diet.

Key words: 1) Hydrolysis 2) Modulation 3) Protein Diet
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INTRODUCAO

A grande diversidade de peptideos e aminoacidos torna complexo o processo de
digestdo de proteinas por animais vertebrados. O processo chave para a digestdo de
proteinas é mediado por enzimas proteoliticas secretadas pelo pancreas, que auxiliam
diretamente a digestdo e ativam outras enzimas intestinais (Karasov & Hume 1997).
Dentre essas enzimas, destaca-se a tripsina que é encontrada nos sistemas digestivos de
muitos vertebrados que necessitam hidrolisar e absorver proteinas (Rawlings & Barrett
1994). A tripsina é produzida no pancreas como tripsinogénio inativo e se torna ativa
quando chega ao duodeno, onde atua na hidrolise de peptideos, quebrando em
moléculas menores. ApGs esse processo, 0 peptideo sera hidrolisado em aminoacidos
por outras enzimas proteoliticas e por ultimo absorvido pelo sistema sanguineo.
Portanto, a atividade da tripsina tem papel fundamental no processo de hidrolise e
consequentemente na absor¢do de proteinas, pois essas moléculas sdo grandes para
serem absorvidas pelo intestino (Polgar 2005). A variacdo da presenca e atividade de
tripsina no intestino dos vertebrados podem revelar adaptacbes dos organismos para
diferentes fontes de alimentos, héabitos alimentares e estratégias de vida (Starck &
Wang, 2005; Karasov & Martinez del Rio, 2007; Karasov et al., 2011).

Muitos animais vertebrados apresentam habilidade em modular a producéo e a
quantidade da tripsina (Kohl et al. 2011; Ramirez-Otarola et al. 2011), uma
caracteristica importante para otimizar o gasto energético.A atividade das enzimas
digestivas pode ser ajustada de acordo com o tipo de substrato alimentar ingerido, de
modo que 0s organismos ndo produzam enzimas em excesso ou em quantidades abaixo
do necessario (hiptese da modulacdo adaptativa, de Karasov & Diamond 1988).
Seguindo esse principio, a atividade da enzima tripsina pode ser modulada pela

quantidade de proteinas que o individuo ingere (Weibel 2000). Esse mecanismo permite
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aumento ou reducdo da concentracdo de tripsina conforme o consumo de proteinas,
além de controlar a taxa de absorcdo e a velocidade de digestdo (Karasov & Hume
1997). Portanto, animais que conseguem modular as enzimas digestivas de acordo com
a dieta podem balancear o custo de producdo de enzimas e o beneficio de alcancar
absorcdo maxima dos itens consumidos (Caviedes-Vidal et al. 2000), otimizando assim
0 gasto metabdlico para sintese e manutengdo de enzimas digestivas. A digestdo rapida
com baixo custo energético pode ser especialmente importante para os morcegos devido
a grande demanda energética para o voo (Caviedes-Vidal et al. 2007).

Entretanto, ndo sdo todos os vertebrados que apresentam capacidade de modular
a producdo de enzimas digestivas (Karasov & Hume 1997). Uma hipdtese é que essa
habilidade tenha sido desenvolvida por espécies generalistas, que podem mudar
frequentemente os itens alimentares de acordo com a disponibilidade no ambiente
(Buddington et al. 1992; Afik et al. 1995). Com base nessa hipotese € possivel esperar
que morcegos da familia Phyllostomidae sejam capazes de modular a producdo de
enzimas digestivas, uma vez que muitas delas consomem diferentes tipos de recursos
conforme a disponibilidade no ambiente (Fleming 1986). Algumas espécies consomem
principalmente itens com alta porcentagem de proteinas, como insetos, pélen, folhas e
pequenos vertebrados (Redford & Dorea 1984; Munin et al. 2012, Gongalves et al.
2007). Outras apresentam dieta pouco proteica, baseada principalmente em néctar e/ou
frutos (Nogueira et al. 2007, Gongalves et al. 2007, Munin et al. 2012).

Uma vez que a tripsina é mediadora da digestdo de itens alimentares protéicos, caso
ocorra modulacdo de producdo de tripsina é esperada relacéo positiva entre a proporgédo
de proteinas na dieta de filostomideos e a atividade da enzima tripsina. Caso contrario,
ndo haveria relagdo positiva entre a porcentagem de proteinas na dieta dos morcegos
filostomideos com a atividade da enzima tripsina, como demonstrado para outros
mamiferos (Kohl et al. 2011, Ramirez-Otarola et al. 2011). Os objetivos deste trabalho

sdo descrever a presenca e a atividade da enzima tripsina em 15 espécies de morcegos
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filostomideos e testar a seguinte hipdtese: (1) morcegos filostomideos possuem
capacidade de modular a producdo da enzima tripsina em funcdo da proporcdo de

proteinas na dieta.

MATERIAL E METODOS

Locais de estudo

Os especimes foram coletados em regides de Cerrado e Pantanal no estado do Mato
Grosso do Sul (tabela 1). O Pantanal brasileiro compreende aproximadamente 140.000
km?, constituindo a maior planicie inundavel da Terra e, com excecdo das regides de
dunas costeiras, é a formacdo geoldgica mais recente da América do Sul (Godoi Filho
1986). O clima € do tipo Aw de Kdppen (PCBAP 1997), com estacdes seca e Umida
bem definidas. As chuvas sdo concentradas de novembro a margo, com picos em
dezembro e janeiro (Allem & Valls 1987). A pluviosidade média varia de 1000 a 1400
mm por ano (Alfonsi & Camargo 1986). O regime hidroldgico é caracterizado por um
ciclo anual de cheia e vazante. No Pantanal, os estudos foram desenvolvidos em duas
regides: (1) Passo do Lontra (19° 34’ S, 57° 20° W) no Pantanal do Miranda e (2)
Barranco Alto (19° 34' S, 56° 09' W) no Pantanal da Nhecoléndia. A regido do Pantanal
da Nhecolandia é caracterizada pela presenca de lagos circundados por extensos corddes
de florestas deciduas ou semideciduas, denominados cordilheiras (Adamoli 1987). A
regido do Pantanal do Miranda é caracterizada pela presenca de “capdes”, que
compreendem manchas (0,2 a 4 ha) de floresta semidecidua com formato esférico-
eliptico, circundadas por campos sazonalmente inundéveis (Araujo & Sazima 2003).
Outros ambientes florestais presentes em ambas as regifes sdo as matas ciliares ao
longo do rio Negro (Pantanal da Nhecolandia) e Miranda (Pantanal do Miranda).

Os remanescentes de vegetacdo natural de Cerrado no Mato Grosso do Sul

encontram-se fragmentados, isolados e constituido por vegetacdo xeromorfica de

42



fisionomia diversificada e composicdo floristica bastante heterogénea. Os fragmentos
existentes encontram-se invariavelmente degradados, porém ainda podemos encontrar
especies caracteristicas das Florestas Aluviais com influéncia do Cerradao. O clima dos
remanescentes de entorno € mais Umido quando comparado ao do Pantanal. A
pluviosidade média varia de 1000 a 1600 mm. As temperaturas variam de 25 a 32 °C no
verdo e de 8al7 °C no inverno (PCBAP 1997). Os estudos foram realizados nos
remanescentes de Cerrado proximos as cidades de Nioaque (21° 04’ S, 55° 40" W),
Campo Grande (20° 26’ S, 54° 38 W), Jardim (22° 18" S, 56° 09’ W) e Rio Verde de

Mato Grosso (18° 30" S, 54° 30" W).

Coleta de dados

As amostragens foram realizadas em marco de 2010 na regido de Nioaque, abril de
2010 na regido de Jardim, novembro de 2010 na regido de Rio Verde de Mato Grosso,
dezembro de 2010 na regido do Passo do Lontra, janeiro de 2011 na regido da Fazenda
Barranco Alto e fevereiro de 2011 na regido de Campo Grande. Em cada visita a um
determinado sitio, foram feitas capturas de morcegos em trés noites consecutivas. A
cada noite de amostragem num mesmo sitio as redes foram armadas em locais
diferentes, distantes 1 a 25 km entre si e sem o conhecimento prévio da presenca de
espéecies de morcegos ou de recursos utilizados por morcegos. Os morcegos foram
capturados com auxilio de quatro redes de neblina (duas de 2,6 x 12 m e duas 2,6 x 18
m) a cada noite de amostragem, abertas ao por do sol e fechadas apds 6 h, totalizando

esforco de 1.080 amostral em cada sitio e 6.480 m®.h em todo 0 estudo.

Em cada sitio foram selecionados locais representativos que constituem tipo de
ambiente florestal comum aos seis sitios de coleta. Os morcegos capturados foram

acondicionados e mantidos em sacos de pano por pelo menos 45 min, periodo
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considerado suficiente para defecarem caso tenham se alimentado antes da captura
(Studier et al. 1983). As amostras fecais foram coletadas e acondicionadas
individualmente em microtubos herméticos contendo glicerina, para posterior
identificacdo do conteddo fecal. Os sacos de pano foram utilizados apenas uma vez por
expedicdo, e foram lavados e escovados entre expedicGes. A identificacdo das espécies
de morcegos foi feita no campo, com auxilio de chaves de identificacdo. As amostras
fecais foram inspecionadas em laboratério com auxilio de estereomicroscopio para
registrar a presenca de sementes, polpa de fruto, artropodes e folhas e com auxilio de

microscopio para registrar a presenca de polen.

Extracdo do contelido intestinal

Foram sacrificados trés individuos de cada espécies de morcegos filostomideos
estudadas e posteriormente inclusos na cole¢do ZUFMS-M como testemunhos. Os
intestinos desses individuos foram retirados e dissecados sobre I&mina de vidro
escavada e refrigerada em banho de gelo, com auxilio de estilete. Apds incisdo
longitudinal os intestinos foram lavados exaustivamente com &gua destilada para
eliminacdo de residuos. Os intestinos foram entdo macerados e homogeneizados com
Poter® e pistilo em solugéo de 150 Mm NacCl e posteriormente centrifugados a 4° C e
10.000 rpm durante 5 min. O sedimento (restos celulares do intestino) foi desprezado e

o material liquido (proteina soluvel) coletado e mantido em gelo para os ensaios.

Ensaios para determinar atividade da enzima tripsina

A determinacdo da presenca e atividade da enzima tripsina foi realizada segundo o
método de Erlanger et al. (1961) e o material liquido (proteina soltvel) dos trés

intestinos foi misturado para obter maior precisdo nos ensaios. Uma mistura pré-
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incubada por 10 min a 37°C contendo 0,0133 M de tampao Tris-HCI pH 8. Em seguida,
foi adicionado 500 pl de solucdo 0,01M de N-a-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide
(BApNA) dissolvido em tampé&o Tris-HCI 0,05M, pH 8; durante mais 20 min a 37°C. Ao
término desse periodo, a reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de acido acético 30% (v/v).
A hidrolise do substrato pela tripsina foi entdo mensurada em espectrofotobmetro com a

leitura 81 a 410 nm.

Analise dos dados

As amostras foram classificadas, com base no contetdo fecal, em (1) “ndo proteica”
quanto continham frutos (presenca de sementes) ou polpa e (2) “protéica” quanto tinha
restos de artrépodes, pdlen e folhas e posteriormente calculada a porcentagem de cada
amostra. Para diminuir a variagdo na dieta entre os sitios amostrais, usamos apenas as
amostras fecais do local e periodo onde os espécimes foram coletados para analise do
contetdo intestinal. Para testar se morcegos filostomideos modulam a producdo de
enzimas positivamente em funcdo da proporcdo de proteina na dieta, foi realizada
regressao linear simples entre a atividade da enzima tripsina e a proporc¢ao de “dieta

proteica”. Para essa andlise os valores foram transformados em logjo.

RESULTADOS

A atividade da enzima tripsina foi maior em intestinos de Tonatia bidens (0,224 nM
BAPNA/min/ugP), Lophostoma brasiliense (0,208 nM BAPNA/min/ugP) e
Glossophaga soricina (0,104 nM BAPNA/ min/ ugP). Ao passo que, Micronycteris
minuta (0,009 nM BAPNA/ min/ ugP), Artibeus planirostris (0,009 nM BAPNA/ min/
ugP) e Anoura caudifer (0,003 nM BAPNA/ min/ ugP) foram as espécies que

apresentaram menor atividade dessa enzima (Tabela 1).
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De acordo com as amostras fecais, Tonatia bidens e L. silviculum foram as
especies que apresentaram dieta 100% proteica; consumiram artropodes e pdlen no
periodo estudado e P. lineatus e A. planirostris foram as espécies que consumiram
menor porcentagem de itens considerados “ndo protéicos”, 20% e 17% respectivamente,
consumindo grande quantidade de frutos no periodo (Tabela 1).

Houve relagdo significativa (P < 0,05 ¢ R? = 0,85) entre a atividade da enzima

tripsina no intestino dos morcegos filostomideos e a porcentagem de itens protéicos na

dieta (Figura 1).

nM BAPNA/ min/ ugP log

'5 T T T 1
2,8 3,3 3,8 4,3 4,8

% de amostras protéicas log

Figura 1: Relacdo entre a atividade da enzima tripsina com a porcentagem
de amostras fecais protéicas em 15 espécies de morcegos filostomideos em

regides de savana, Mato Grosso do Sul (P < 0,05 ¢ R?=0,85)
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Tabela 1. Porcentagem de amostras fecais proteicas (polen, artropodes e folhas),ndo proteicas (frutos e polpa)e atividade da enzima tripsina,

arranjadas em ordem decrescente,no intestino de 15 espécies de morcegos filostomideos em regides de Savana, Mato Grosso do Sul.

Morcegos Amostras ndo proteicas Amostras proteicas Atividade da Tripsina Locais de coleta Total de
frutos polpa insetos pélen folhas (nM BAPNA/ min/ugP) Dominio Local amostras fecais
Tonatia bidens 80% 20% 0,224 Cerrado Rio Verde 3
Lophostoma brasiliense 100% 0,208 Cerrado Nioaque 3
Glossophaga soricina 26% 14% 60% 0,104 Cerrado  Campo Grande 23
Carolia perspicillata 20% 50% 30% 0,053 Pantanal Rio Negro 33
Artibeus lituratus 33% 33% 33% 0,038 Pantanal  Passo do lontra 3
Chiroderma doriae 33% 33% 33% 0,035 Pantanal  Passo do lontra 3
Sturnira lilium 62% 29% 9% 0,029 Pantanal  Passo do lontra 21
Vampyressa Pusilla 67% 30% 3% 0,025 Pantanal ~ Barranco Alto 3
Phyllostomus discolor 35% 35% 30% 0,024 Pantanal  Passo do lontra 7
Platyrrhinus lineatus 80% 10% 10% 0,023 Pantanal  Passo do lontra 20
Platyrrhinus helleri 75% 25% 0,020 Cerrado Nioaque 4
Pygoderma bilabiatum 75% 25% 0,010 Cerrado Jardim 4
Artibeus planirostris 83% 10% 5% 2% 0,009 Pantanal  Passo do lontra 30
Micronycteris minuta 75% 25% 0,008 Cerrado Rio Verde 4
Anoura caudifer 40% 20% 30% 10% 0,003 Cerrado Rio Verde 5
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DISCUSSAO

A presenca da enzima tripsina no trato digestivo mostra a capacidade das espécies
estudadas em hidrolisar ligacdes peptidicas, assim como reportados para algumas
espécies de morcegos do velho mundo (Ogunbiyi & Okon 1976), porém até este
trabalhno nédo reportado para morcegos neotropicais. Os resultados indicam que
diferentes niveis de atividade da tripsina estdo positivamente relacionados a varia¢éo da
quantidade de proteinas ingeridas pelas espécies, uma vez que a atividade dessa enzima
foi maior em espécies que incluiram maior proporcao de itens protéicos na dieta. Essa
diferenca na atividade implica em diferentes taxas de absorcdo de nutrientes e tempo de
digestdo (Karasov & Hume 1997; Karasov et al. 2011).

A relagdo positiva entre a atividade da enzima tripsina e a proporgdo de itens
protéicos na dieta sustenta que espécies de morcegos filostomideos possuem capacidade
de modular a producdo dessa enzima de acordo com a porcentagem de proteina
ingerida. Muitos estudos tém encontrado relagdo entre a atividade de enzimas digestivas
e 0s substratos presentes na dieta, em ambos 0s niveis intra e inter-especifico
(Karasov& Hume 1997, Infante e Cahu 2007, Karasov et al. 2011, Liu et.al. 2012).

O custo metabolico para manter elevadas concentracdes de tripsina pode gerar
forte pressdo seletiva para modulagdo da sua producgdo, pois 0 gasto energético para a
sintese e manutencdo de grandes quantidades de enzima seria perdido por aqueles
animais que possuem niveis baixos de determinado substrato na dieta (Karasov&
Diamond 1988; Diamond 1991; Diamond & Hammond 1992; Hammond et al. 1996).
No geral, morcegos filostomideos mostraram plasticidade na atividade da enzima
tripsina, sendo regulada pela porcentagem de proteina na dieta. Se a variagdo da
concentracdo de proteina na dieta mudar mais rapidamente do que a resposta da enzima

tripsina, ou se a concentracdo de proteina na dieta nunca decair abaixo de um limite que
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regularia a atividade da enzima, a sele¢do natural pode favorecer niveis constitutivos de
enzimas. Este fendmeno evolutivo pode ser aplicavel ndo s6 para a plasticidade
fisioldgica, mas também para qualquer tipo de plasticidade fenotipica (Padilla &

Adolph 1996).

CONCLUSOES

Morcegos filostomideos sobrepGem os recursos alimentares e consequentemente 0S
recursos protéicos disponiveis desde que o recurso seja abundante, como frutos de
Ficus, néctar e pdlen de Bauhinia e artropodes da ordem Coledptera, assim como
demonstrado em outros estudos (Sperr2011, Tschapka2004, Munin 2012, Munin et al.
2012).Caso 0 recurso seja escasso, morcegos podem explorar diferentes fontes de
proteinas como estratégia para diminuir ou evitar a competicdo interespecifica de
individuos morfologicamente semelhantes e que exploram recursos de uma maneira
semelhante. Espécies que exploram principalmente recursos pouco abundantes tendem a
ndo sobrepor itens alimentares (Fleming 1986, Zortéa, 2003, Mello et al. 2004,
Tschapka 2004, Munin 2008, Mello et al. 2011, Rojas et al. 2011, Sperr et al. 2011), o
que foi suportado também pelo presente estudo.

De acordo com a porcentagem de proteina ingerida, morcegos filostomideos
modulam a producdo da enzima tripsina, assim como algumas espécies de aves
modulam a producdo de outras proteinases (Afik et al. 1995; Martinez del Rio et al.
1995; Sabat et al. 1998; Caviedes-Vidal et al. 2000) e com isso evitam a producao de
elevados niveis desta enzima especifica para a digestdo de pouca proteina, reduzindo o
gasto metabdlico para sintese e manutencdo de enzimas digestivas. A digestdo rapida
com baixo custo energético pode ser especialmente importante para 0os morcegos devido

a grande demanda energética para 0 voo.
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