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Resumen

La familia Phyllostomidae presenta una gran diversidad de dietas que requieren adaptaciones fisioldgicas para
metabolizar los diferentes alimentos que consumen. En frugivoros de la familia Pteropodidae e insectivoros de las
familias Vespertilionidae y Molossidae se han reportado proteinas salivales distintivas de cada dieta. Por ello, se
planted determinar moléculas salivales asociadas con las diferentes dietas de los filostomidos. Los organismos se
encontraban en ayuno al tomar la muestra, a la cual se le adicion6 un buffer inhibidor de proteasas y se almacen6 a
-20°C hasta su uso. Las proteinas se identificaron por medio de SDS-PAGE y se evalud si su presencia en los indi-
viduos estaba asociada con la historia evolutiva de las especies. Ademas, se determino si las proteinas encontradas
estarian relacionadas con la dieta del individuo. Se capturaron 15 especies con dietas nectarivora, insectivora y
frugivora. Se encontr6 una proteina de 60kDa en filostomidos herbivoros y una de 50kDa en vespertilionidos y
filostomidos con alto consumo de insectos. Ademas, se registrd una proteina de 30kDa en todos los filostémidos
y en 2 de las 3 especies de vespertilionidos. Los analisis indicaron que la presencia de las proteinas no estaria
relacionada con la cercania filogenética y que, para las proteinas de 30 y 50kDa, tampoco seria explicada por la
dieta como si ocurre con la proteina de 60kDa. Los filostomidos habrian retenido de su dieta ancestral insectivora
la proteina de 30kDa y adquirido evolutivamente la de 60kDa para procesar plantas y lograr la amplia diversifi-
cacion ecoldgica que presentan.

Palabras clave: Alimentacion animal, Diversidad Biologica, Evolucion Biologica, Filogenia, Glandulas saliva-
res, Phyllostomidae. (Fuente: ICYT, Mammals Species of the World)
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Abstract

The Phyllostomidae family presents a great diversity of diets that require physiological adaptations to metabolize
the different foods that they consume. In frugivores of the family Pteropodidae and insectivores of the families
Vespertilionidae and Molossidae, distinctive salivary proteins of each diet have been reported. For this reason, it
was proposed to determine salivary molecules associated with the different diets of the phylostomids. The orga-
nisms were fasting when taking the sample, to which a protease inhibitor buffer was added and it was stored at
-20°C until use. The proteins were identified by means of SDS-PAGE and it was evaluated whether their presence
in individuals was associated with the evolutionary history of the species. In addition, it was determined whether
the proteins found would be related to the individual’s diet. 15 species were caught with nectarivorous, insecti-
vorous and frugivorous diets. A protein of 60kDa was found in herbivorous phyllostomids and a 50kDa protein
in vespertilionids and phyllostomids with high insect consumption. In addition, a 30kDa protein was recorded
in all phylostomids and in 2 of the 3 species of vespertilionids. The analyzes indicated that the presence of the
proteins would not be related to the phylogenetic closeness and that, for the 30 and 50kDa proteins, it would not
be explained by the diet as it is the case with the 60kDa protein. The phylostomids would have retained the 30kDa
protein from their ancestral insectivorous diet and evolutionarily acquired the 60kDa protein to process plants and
achieve the broad ecological diversification they present.

Keywords: Biodiversity, Biological evolution, Animal nutrition, Phylogeny, Phyllostomidae, Salivary Glands.

(Source: Mammals Species of the World, MeSH)

Introduccion

El orden chiroptera es uno de los grupos mas diversos
de la clase mammalia, pues abarcan estrategias de fo-
rrajeo y alimentacion muy variadas. Esta diversidad es
ejemplificada por las especies de la familia Phyllosto-
midae, una familia de microquirdpteros neotropicales
altamente diversificada ecologica y fisiolégicamente
(1,2). La historia evolutiva de los murci¢lagos de esta
familia se ha caracterizado por cambios ecologicos y
evolutivos que han resultado en la evolucion de diferen-
tes dietas. Sus dietas incluyen gran diversidad de items
alimentarios que van desde especies carnivoras y hema-
tofagas, hasta especies que se alimentan de items vege-
tales como frutos o néctar (3). Los filostdomidos abarcan
mas de 200 especies, de las cuales el 75% se alimen-
tan de material vegetal (3,4,5,6). La diversificacion en
esta familia se present6 en gran medida por el consumo
accidental de material vegetal por parte de un ancestro
insectivoro al intentar capturar insectos directamente
desde hojas o partes florales; se especula que ese fue
el origen de las dietas frugivora y nectarivora (4,7,8).
Por otro lado, existen familias mas especializadas en la
alimentacion, como es el caso de la familia Vespertilio-
nidae y Pteropodidae. La familia Pteropodidae es una
familia de murciélagos frugivoros de gran tamafio que
restringen su distribucion al viejo mundo. Los vesper-
tiolionidos son un grupo de murciélagos microquirdpte-
ros que se encuentran distribuidos a lo largo de todo el
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mundo y que, salvo algunas excepciones, restringen su
dieta al consumo de insectos (1,9,10).

La alimentacion requiere adaptaciones morfologicas y
fisiologicas que les permitan a los organismos meta-
bolizar los items que consumen y extraer de ellos los
nutrientes necesarios para suplir sus requerimientos
energéticos y fisiologicos (8). Dentro de las caracteris-
ticas morfologicas y fisiologicas que varian con la dieta
se encuentran la forma del craneo, la estructura de los
conductos gastrointestinales, la morfologia de la lengua
y los dientes, la estructura de las glandulas salivales,
los o6rganos de los sentidos, la anatomia y la funcion re-
nal (5,11,12,). Se ha observado que la estructura de las
glandulas salivales y las moléculas que secretan varian
acorde a la dieta de los organismos, Phillips et al. (13)
reportaron que la produccion de lisozima en las glandu-
las salivales estaria relacionada principalmente con die-
tas que incluyen insectos, ya que esta enzima cumpliria
la funcién de una quitinasa. Ademas. Vandewege et al.
(14) sugieren que el aparato de Golgi de las células de
las glandulas salivales estuvo inmerso en la diversifica-
cion y adaptacion de los filostomidos, dado que encon-
traron genes bajo seleccion positiva relacionados con la
regulacion del trafico de proteinas. La composicion de
la saliva, fluido clave en la digestion de alimentos, es el
producto directo de las glandulas y en ella se encuentran
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inmersas las moléculas encargadas de la digestion (15).
La saliva actia como un amortiguador quimico para
contrarrestar el efecto del pH de los alimentos, como el
acido de las frutas, sobre el deterioro del esmalte dental
(11). La comparacion de las moléculas presentes en la
saliva de murciélagos insectivoros de las familias Mo-
lossidae y Vespertilionidae y frugivoros de la familia
Pteropodidae indico6 una molécula distintiva de cada
gremio trofico y otra molécula que diferencia las dos
familias de insectivoros evaluados (16). Los frugivoros
presentaron una proteina de 60 kDa que estaba ausente
en insectivoros y que posiblemente seria una amilasa
involucrada en la digestion de los carbohidratos de las
frutas (16). En los insectivoros se hallaron proteinas de
30 kDa (Molossidae y Vespertilionidae) y 50 kDa (Mo-
lossidae) que pueden corresponder a anhidrasas carbo-
nicas, las cuales estarian involucradas en la regulacion
del pH bucal, ya que estos murciélagos presentan una
alta capacidad de amortiguamiento en su cavidad oral
como mecanismo de proteccion (11,16).

Aunque se presenta variacion en la composicion de la
saliva acorde a las diferentes dietas de los murciélagos,
estas podrian explicarse por la comparacion de familias
diferentes. Por lo tanto, se requiere evaluar la variacion
de la composicion salival en murcié¢lagos de diferentes
dietas pertenecientes a una misma familia y comparar-
los con especies de dietas similares de otras familias con
el fin de contribuir al entendimiento de las adaptaciones
implicadas en el cambio de dieta de los organismos. Por
ello, se planted identificar moléculas salivales asociadas
con algunas dietas de la familia Phyllostomidae (nec-
tarivora, insectivora y frugivora) y con la insectivoria
estricta de vespertilionidos.

Materiales y métodos

Areas de muestreo. Los murci¢lagos fueron captura-
dos en los departamentos del Valle del Cauca, Cauca
y Caqueta. Las localidades muestreadas en el departa-
mento del Valle corresponden al Campus Universitario
de la Universidad del Valle-Sede Meléndez (UV) en las
coordenadas 3°22'42.5"N 76°31'53.9"0 y 3°22'42.0"N
76°31'59.5"0 y el Centro de Educacion Ambiental
(CEA) La Teresita (LT) con coordenadas 3°26'57.7"N
76°39'46.6"0. El Campus de la Universidad del Valle se
encuentra ubicado en la zona urbana de la ciudad de Cali,
sobre el valle geografico del Rio Cauca y a 1000 msnm,
presenta una temperatura promedio de 25°C y un clima
calido-seco (17). El CEA La Teresita esta ubicado sobre
la cuenca del Rio Felidia en la zona de amortiguamiento
del Parque Nacional Natural (PNN) Farallones de Cali,
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en un ecosistema de bosque de niebla que presenta una
temperatura alrededor de 16°C (18). Las capturas reali-
zadas en el departamento del Cauca se llevaron a cabo
en las veredas Morales (CM), El Salado (CA) y en el
limite urbano-rural del municipio de Caloto (CT) en las
coordenadas 3°00'47.4"N 76°24'43.7"0, 2°59'18.5"N
76°24'22.5"0 y 3°01'47.8"N 76°24'19.1"0, respectiva-
mente. Estos sitios presentan un clima calido y seco,
una temperatura promedio de 25°C y una altitud aproxi-
mada de 1100 msnm (19). En el departamento del Ca-
queta el muestreo se realizo en el Resguardo Uitoto de
Huitora, municipio de Solano, donde se instalaron las
redes dentro del caserio en las coordenadas 0°09'41.4"N
74°40'25.2"0 y 0°09'41.2"N 74°40'30"0. El Resguardo
se ubica a orillas del Rio Caqueta y presenta un clima
humedo tropical, una temperatura alrededor de 26°C y
una altitud de 200 msnm (19,20). Cabe aclarar que los
individuos capturados en el departamento del Caqueta
no fueron incluidos en el estudio

Captura de organismos. Las capturas se realizaron por
medio de redes de niebla entre las 17:00 y las 24:00
h dado que los murciélagos presentan mayor actividad
justo después de la puesta de sol (21,22). Los indivi-
duos capturados se identificaron por medio de la guia de
identificacion en campo de Diaz et al. (23) y comparan-
do fotos de los individuos con los especimenes deposi-
tados en la coleccion de mamiferos de la Universidad
del Valle. El gremio de cada especie fue establecido por
medio de literatura que referenciaba los items alimenti-
cios consumidos por cada una de las especies (24-30).
La captura de individuos se realizo bajo el amparo del
Permiso Marco de Recoleccion de Especimenes de Es-
pecies Silvestres de la Diversidad Biologica con Fines
de Investigacion Cientifica No Comercial otorgado a la
Universidad del Valle.

Toma de muestras. Los murciélagos estuvieron en ayu-
no entre 4-7 horas antes de tomar la muestra de saliva.
Seguidamente se estimularon via oral con un agonista
muscarinico que estimula el receptor de acetilcolina y
da lugar a un aumento en la secrecion salival (31,32).
La saliva fue colectada con ayuda de una micropipeta
de 1000 pl y depositada en un vial de 1.5 ml, el cual
fue almacenado en una nevera de poliestireno expan-
dido (icopor) provista de refrigeracion para disminuir
la actividad de proteasas y evitar la degradacion de las
proteinas durante la fase de campo (33,34). Los indivi-
duos fueron alimentados después de la toma de mues-
tras y posteriormente liberados asegurando las cinco
libertades del organismo (libre de tener sed o hambre,
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libre de sentir incomodidad, libre de dolor o sufrimien-
to, libre de expresar comportamientos normales y libre
de malestar o estrés). A cada muestra se le asigné un
codigo considerando la especie y el lugar de colecta, las
dos primeras iniciales hacen referencia al género y el
epiteto de la especie y las dos letras siguientes al lugar
de colecta.

Procesamiento de las muestras. Las muestras fue-
ron centrifugadas (microcentrifuga 5418 Eppendorf®,
Hamburgo, DE) a 10.000 rpm durante 10 min. Después
se transfirid el sobrenadante a un vial de 1.5 ml y se
descarto el pellet con el fin de descartar los residuos
presentes en la saliva. Las proteinas de las muestras
se conservaron por medio de la adicion de un buffer
compuesto por el inhibidor de proteasas fluoruro de fe-
nilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma, St. Louis, US), acido
etilendiaminotetraacético (Na,EDTA) (Sigma, St. Lo-
uis, US) para desactivar cofactores de proteasas, Tris
(Sigma, St. Louis, US) pH 7.4 que actué como tampon
y le di6 el pH a la solucion e isopropanol (Sigma, St.
Louis, US) que actu6é como disolvente (35,36). Todas
las muestras se almacenaron a -20°C antes y después de
la adicion del buffer.

Electroforesis SDS-PAGE. Las muestras fueron pre-
paradas en buffer de carga Laemmli 2x (Sigma, St.
Louis, US) en relacion 1:1 (v:v) y se sometieron a de-
naturacion a 95°C durante 10 minutos junto con el mar-
cador de peso molecular para proteinas (New England
Biolabs, Ipswich, US). La visualizacion de las proteinas
se realiz6 por medio de electroforesis SDS-PAGE (Bio
Rad, Hercules, US) en geles al 12% a 60 V los primeros
15 minutos y 120 V durante los 90 minutos restantes.
El perfil de proteinas para cada muestra se definiéo me-
diante el peso molecular, utilizando como referencia un
marcador de peso molecular (MW) que abarca un rango
de 10 a 200 kDa. Las bandas del gel se visualizaron con
la tincion de azul de Coomassie (Sigma, St. Louis, US).
Las muestras en los geles se distribuyeron considerando
la cercania filogenética de los individuos y la similitud
en la dieta. Los codigos escritos en cada gel solo inclu-
yen el lugar de colecta, la especie se encuentra escrita
en la parte superior de cada muestra.

Analisis de datos. Se determin6 el peso molecular
de las proteinas con ayuda del programa GelAnalyzer
2010, el cual arrojaba los datos de movida electrofo-
rética relativa (RF) de cada banda. Luego se hallé la
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ecuacion para determinar el peso molecular a partir del
RF en Microsoft Excel. Los resultados obtenidos se
compararon con valores reportados en la literatura con
el fin de realizar una aproximacion a la identificacion
de la molécula.

Para los analisis se estimo la presencia-ausencia de
bandas de 30, 50 y 60 kDa puesto que corresponden a
proteinas salivales con una funcioén previamente identi-
ficada (16). Finalmente, se evalu6 la sefial filogenética
de las proteinas encontradas con el fin de establecer si
las moléculas presentes en saliva estaban determinadas
por la cercania filogenética. En esta evaluacion se in-
cluyeron las especies estudiadas por Dumont et al. (16)
con el fin de ampliar la muestra (Tabla 1). Se utiliza-
ron especies hermanas de algunas especies que no se
encontraban en la filogenia utilizada para los analisis
(Tabla 1). Para determinar si existia o no sefial filoge-
nética se realizd un analisis que comparo el ajuste de
tres modelos evolutivos que explicaban la existencia
de relacion evolutiva para la presencia de las proteinas
contra el ajuste de un modelo no evolutivo. Los tres mo-
delos evolutivos fueron Early Burst (37), delta de Pagel
y lambda de Pagel (38), mientras que el modelo que
represent6 ausencia de sefial filogenética fue basado en
white noise. Para el ajuste de los diferentes modelos se
utilizo la funcion fitDiscrete del paquete geiger (39) en
el lenguaje de programacion estadistica R (40) Para to-
dos los analisis comparativos filogenéticos se utilizo la
filogenia de Agnarsson de 2011 (41) podada para incluir
solo las especies de las que se obtuvieron datos.

Con el fin de establecer si la dieta podria estar relacio-
nada con la presencia de las proteinas de 30, 50 y 60
kDa se evalu¢ el efecto de la dieta sobre la probabilidad
de presencia de las proteinas a través de una regresion
logistica filogenética. Para el ajuste de los diferentes
modelos se utilizé la funcion phylogim del paquete
phylolm (42) en el lenguaje de programacion estadistica
R (43). La determinacion de la dieta para cada especie
se establecio considerando la variabilidad de los items
consumidos por especie. Se establecieron 4 dietas con
las cuales se realizo el analisis (Tabla 1). La influencia
de la dieta en la presencia de las bandas se determino a
partir de la comparacion del ajuste de un modelo que
incluy¢ la dieta (catTrait) contra un modelo nulo. Para
identificar el mejor modelo evolutivo para cada una de
las proteinas, se realizd la seleccion de modelos utili-
zando el criterio de informacion de Akaike corregido
para muestras pequenas-AlCc (44).
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Tabla 1. Especies incluidas en el analisis y especies hermanas sustituyentes.

Proteinas salivales y diversidad trofica en murciélagos tropicales. Jiménez et al

Especies capturadas

Especies hermanas

Dieta

Artibeus lituratus
Carollia castanea
Carollia perspicillata
Dermanura anderseni
Phyllostomus discolor
Platyrrhinus dorsalis
Sturnira lilium

Glossophaga soricina

Carollia brevicauda
Dermanura rosenbergi
Phyllostomus hastatus

Sturnira luisi

Frugivoro
Frugivoro-Insectivoro
Frugivoro-Insectivoro
Frugivoro
Nectarivoro-Insectivoro
Frugivoro

Frugivoro
Nectarivoro-Insectivoro

Mpyotis keaysi Insectivoro
Mbyotis nigricans Insectivoro
Eptesicus fuscus Insectivoro
Chaerephon pumilla Insectivoro
Mops candiylurus Insectivoro
Mpyotis tricolor Insectivoro
Pipistrellus africanus Pipistrellus abramus Insectivoro
Epomophorus labiatus Epomophorus wahlbergi Frugivoro

Epomophorus minor Frugivoro

Resultados

Se capturaron en total 54 individuos y 15 especies de los cuales 32 individuos y 10 especies presentaban una dieta
predominantemente frugivora, 16 individuos y 2 especies una dieta nectarivora y 3 especies y 6 individuos dieta
insectivora (Tabla 2). De estos individuos, 26 fueron capturados en el municipio de Caloto y pertenecian a las es-
pecies Artibeus lituratus, Glossophaga soricina, Myotis nigricans, Carollia castanea, C. perspicillata, Eptesicus
fuscus, Sturnira erytrhomos y S. lilium. En la Universidad del Valle se capturaron 16 individuos de las especies
A. lituratus, Phyllostomus discolor y G. soricina, y en el CEA La Teresita 12 individuos identificados como C.
perspicillata, Dermanura anderseni, Platyrrhinus dorsalis, P. vittatus, Myotis keaysiy Sturnira sp fueron captura-
dos. Cabe resaltar que algunas especies presentaban dietas que incluian recursos alimenticios de diversos gremios
troficos por lo cual se establecieron dentro de dietas mixtas al realizar los analisis estadisticos, como fue el caso
de la especie Glossophaga soricina que presenta una dieta nectarivora-insectivora (Tabla 1). De cada individuo se
colecto entre 1-1000 pl de saliva.

Dentro de las especies capturadas se encontraban 3 especies de insectivoros estrictos de la familia Vespertilioni-
dae, los cuales fueron incluidos en el estudio dada la ausencia de capturas de filostomidos predominantemente
insectivoros, por ello, los objetivos del proyecto se ajustaron y se ampliaron, considerando que inicialmente el
estudio se enfocaba Ginicamente en la familia Phyllostomidae. El gremio tréfico hematdfago se excluy6 del estudio
dado que no se capturaron ejemplares de este gremio.
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Tabla 2. Lista de especies capturadas y namero de individuos capturados agrupados segun la dieta predominante de cada
especie. La dieta de cada especie se establecid acorde al item tréfico con mayor consumo reportado en la literatura.

Gremio trofico

Especie

N° individuos

Frugivoria

Nectarivoria

Insectivoria

Artibeus lituratus
Carollia castanea
Carollia perspicillata
Dermanura sp.
Dermanura anderseni
Platyrrhinus dorsalis
Platyrrhinus vittatus
Sturnira erythromos
Sturnira lilium
Sturnira sp.
Glossophaga soricina
Phyllostomus discolor
Mpyotis keaysi

Myotis nigricans
Eptesicus fuscus

Se obtuvieron los perfiles electroforéticos de proteinas salivales para 12 especies de las 15 capturadas, puesto que
en 3 de ellas se degradaron las proteinas por la temperatura ambiente a la que fueron expuestas en campo. En cada

perfil se observaron proteinas entre 15 a 250 kDa (Figura 1, Tabla 3).

Tabla 3. Peso molecular de las proteinas salivales detectadas en cada especie.

kDa
250 200 150 100 85

Especie

70 60 55 S50 47 46 40 37 35 30 27 25 23 20 18 15

Artibeus lituratus x

Carollia
castanea

Carollia
perspicillata

Dermanura
anderseni

Phyllostomus
discolor

Platyrrhinus
dorsalis

Sturnira lilium
Sturnira sp.

Glossophaga
soricina

Mpyotis keaysi
Mpyotis nigricans

Eptesicus fuscus

X X X
X X
X
X X X
X
X X X
X
X
X X
X X X

X X X
X

X X X X X
X

X X X X X
X X

X X X X
X X

X X X X
X
X X
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Figura 1. Perfil electroforético de proteinas salivales para especies herbivoras (A) e insectivoros estrictos (B).
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Figura 1. Perfil electroforético de proteinas salivales para murciélagos herbivoros (A) e insectivoros estrictos (B). MW =peso
molecular. Los codigos escritos en cada gel incluyen el lugar de colecta (ver materiales y métodos muestreo), la especie se

encuentra escrita en la parte superior de cada muestra.

Entre las especies predominantemente frugivoras no
hubo mayor variacion en las bandas que presentaban,
excepto algunas diferencias observadas en Artibeus li-
turatus y Dermanura anderseni donde se observo un
barrido difuso entre 16 y 30 kDa en comparacion con
la banda marcada por debajo de 30 kDa presentada por
Platyrrhinus dorsalis, Sturnira sp. y Carollia castanea
y las tres bandas entre 16 y 30 kDa presentadas por
Sturnira lilium, Carollia perspicillata y Phyllostomus
discolor, este ultimo con dieta predominantemente nec-
tarivora e insectivora y los restantes con una dieta prin-
cipalmente frugivora. Glossophaga soricina, al igual
que los frugivoros, presentd alta concentracion de pro-
teinas con peso molecular inferior a los 30 kDa. En el
vespertilionido Eptesicus fuscus se observo una banda
fuertemente marcada de aproximadamente 20 kDa que
no se presentd en el género Myotis; este género tam-
poco presentd proteinas por debajo de los 30 kDa. En
todas las especies se observo una proteina de 70 kDa,
excepto en E. fuscus. En Sturnira lilium se detectod una
proteina de 55 kDa presente unicamente en esta espe-
cie. La muestra CCM1 de C. perspicillata fue descar-
tada del analisis debido a la contaminacion con sangre.
Entre filostdmidos y vespertilionidos se observaron dos
proteinas que los diferenciaban, una de aproximada-
mente 55 kDa presente Unicamente en filostomidos y
otra de 40 kDa detectada unicamente en vespertilioni-
dos. Cabe resaltar que se desconoce la fisiologia de las
proteinas distintivas encontradas en cada familia y en
cada gremio trofico.
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Los resultados de sefial filogenética indicaron que la
presencia de las tres proteinas en las especies evaluadas
no fue explicada por la relacion evolutiva de las espe-
cies. Esta ausencia de sefial filogenética se determin6
dado que el modelo mejor ajustado a los datos fue el
modelo no-evolutivo (White, Tabla 4), el cual repre-
senta un modelo en el que no hay sefial filogenética y
en el que la presencia-ausencia de las bandas se debe
a otro factor posiblemente ecoldgico, como podria ser
la dieta. En el caso de las proteinas de 30 y 50 kDa, el
modelo no-evolutivo fue el de mejor ajuste a los datos
por presentar el menor valor de AIC. Ademas, pese a
que el delta AIC en todos los modelos fue menor a 2
unidades, valor establecido para determinar diferencias
en el soporte entre los modelos, el nimero de parame-
tros del modelo no evolutivo fue menor y por tanto fue
el modelo mas parsimonioso. La proteina representada
por la banda de 60 kDa arrojo dos modelos diferentes al
nulo con menor valor AIC. Sin embargo, dado que los
valores de delta AIC se encontraban por debajo de 2,
no hubo un modelo mejor soportado por los datos que
el modelo no-evolutivo que presentd el menor numero
de parametros y por ello representa la explicacion mas
parsimoniosa para explicar la distribucion de la protei-
na de 60 kDa en las especies evaluadas. Segln esto, la
presencia de la proteina de 60 kDa tampoco estaria de-
terminada por las relaciones evolutivas de las especies.
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Tabla 4. Resultados del analisis de sefial filogenética. InL=méxima verosimilitud, params=ntumero de parametros, AIC=Criterio
de informacion de Akaike, deltaAIC=diferencia de AIC con respecto al modelo de menor AIC.

A. Proteina de 30 kDa

modelo InL AlICce params detaAICc
1 white -6,03 14,34 1 0
2 delta -5,3 15,51 2 1,16
3 EB -5,6 16,13 2 1,79
4 lambda -5,78 16,47 2 2,13
B. Proteina de 50 kDa
modelo InL AlICe params detaAICc
1 white -10,96 24,21 1 0
2 EB -9,86 24,65 2 0,43
3 delta -10,25 25,42 2 1,21
4 lambda -10,35 25,63 2 1,42
C. Proteina de 60 kDa
modelo InLL AlCc params detaAICc
1 delta -9,53 23,99 2 0
2 lambda -9,62 24,16 2 0,17
3 white -10,96 24,21 1 0,23
4 EB -9,65 24,23 2 0,24

El anélisis de relacion entre dieta y presencia de proteinas en los individuos arrojé que para la proteina de 30 kDa
el modelo que mejor se ajustd a los datos, segin el valor de AIC, fue el modelo nulo, por lo que en este caso la
dieta no explicaria la presencia de dicha proteina (Tabla 5). La probabilidad promedio de presentar la proteina
indico que a pesar de que la dieta nectarivoro-insectivoro tuvo una mayor probabilidad de presentar esta proteina
(probabilidad esperada=0,65, Intervalo de confianza = [0,05, 0,98]), los intervalos de confianza se traslaparon am-
pliamente con las otras dietas (Frugivoro=[0,02, 0,97], Frugivoro-Insectivoro = [0,02, 0,98], Insectivoro =[0,02, 0
97]), lo que indica que la presencia de esta proteina no estuvo asociada a la dieta de las especies.

Los analisis sefialan que para la proteina de 50 kDa tampoco se encuentra la dieta como explicacion a la presencia-
ausencia de la proteina, dado que el modelo mejor ajustado fue el modelo nulo (AIC-catTrait = 26,98 Null model
=24,62). El coeficiente de probabilidad de presencia de la proteina fue mas alto en especies que incluyen insectos
en su alimentacion, excepto en frugivoros-insectivoros (Insectivoro =0,69, Nectarivoro-Insectivoro=0,5, Frugivo-
ro-Insectivoro = 0,17, Frugivoro=0,25) y los valores de los intervalos de confianza de dietas con consumo de in-
sectos fueron mayores que los expuestos por frugivoros estrictos (Frugivoro = [0,04, 0,71], Frugivoro-Insectivoro
=10,005, 0,89], Nectarivoro-Insectivoro = [0,06, 0,94], Insectivoro = [0,31, 0,91], ello indica que los insectivoros
estrictos y facultativos tendieron a presentar la proteina de 50 kDa en mayor medida.

La presencia de la proteina de 60 kDa se podria asociar con la dieta de la especie (AIC-dieta=19,09; Null mo-
del=23,21) ya que la probabilidad promedio de que las especies presentaran la proteina fue mayor en especies que
incluyen frutas y néctar en su dieta (Frugivoro=0,58, frugivoro-insectivoro=0,83, nectarivoro-insectivoro=0,83,
insectivoro=0,06) y los intervalos de confianza de las especies que consumen plantas no se traslapé ampliamente
con el intervalo de los insectivoros estrictos (Frugivoro=[0,19, 0,89], Frugivoro-Insectivoro=[0,11, 0,99], Nectari-
voro-Insectivoro=[0,11, 0,99], Insectivoro=[0,003, 0,59]). Por esto, se infiere que las especies que incluyen plantas
en su dieta tendieron a presentar la proteina de 60 kDa.

97

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 2020; 32: 89-102.



Revista de la Asociacién Colombiana de Ciencias Bioldgicas
issn impreso 0120-4173, issn en linea 2500-7459

Tabla 5. Resultados del analisis de relacion entre dieta y presencia de una proteina. InL=maxima verosimilitud, params=ntimero
de parametros, AIC=Criterio de informacion de Akaike, deltaAIC= diferencia de AIC con respecto al modelo de menor AIC.

A. Modelos para la proteina de 30 kDa

Modelo InL params AIC detaAIC
Modelo nulo -5,85 2 15,69 0
2 Dieta -6,81 5 23,62 7,93
B. Modelos para la proteina de 50 kDa
Modelo InL params AIC detaAIC
2 Modelo nulo -9,6 2 24,62 0
Dieta -4,55 5 26,98 2,36
C. Modelos para la proteina de 60 kDa
model InL params AIC detaAIC
Dieta -4,55 5 19,1 0
2 Modelo nulo -9,6 2 23,21 4,11

Discusion

Se observaron diferencias en las proteinas salivales a
dos escalas: entre especies con diferentes dietas y entre
especies con diferente especializacion por la dieta in-
sectivora. Dumont et al. (16) reportaron una proteina de
50 kDa en molossidos pero no en vespertilionidos pese
a exhibir la misma dieta. La proteina fue identificada
como una anhidrasa carbonica con accion en la alta ca-
pacidad de tamponamiento de los insectivoros (11,16).
En este estudio, murciélagos filostomidos y vesperti-
lionidos presentaron la proteina, posiblemente dado
por el solapamiento de dieta (insectivora facultativa en
filostobmidos e insectivora estricta en vespertilionidos).
Adicionalmente, se encontrd que la presencia de dichas
proteinas estd mas asociada con la dieta de las especies
que con la historia evolutiva. Por lo tanto, los resulta-
dos sugieren que la proteina de 60 kDa puede estar im-
plicada en el consumo de plantas de los filostomidos
y por ello, pudo haber contribuido con esta adaptacion
importante para la radiacion y diversificacion de dietas
en filostomidos.

En especies frugivoras como S. /ilium, y especies nec-
tarivoras-insectivoras como P. discolor y G. soricina
se observaron proteinas con pesos moleculares meno-
res a 30 kDa. Dichas proteinas se esperaria que estén
presentes en todas las especies que incluyen el consu-
mo de plantas en sus dietas, dado que los mamiferos
herbivoros presentan proteinas entre 5 y 25 kDa ricas
en prolinas para contrarrestar la accion de los taninos
de las plantas (45,46). Los taninos se encuentran a lo
largo de toda la planta y en concentraciones que afec-
tan la digestibilidad de proteinas en los organismos que
las consumen, por ejemplo, pueden disminuir la con-
centracion de nitrogeno en el organismo uniéndose a
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proteinas salivales y de la mucosa (45,47). Lo anterior
también explicaria por qué los individuos insectivoros
del género Myotis no presentan bandas por debajo de 30
kDa. La ausencia de proteinas por debajo de 30kDa en
especies frugivoras como A. lituratus y D. anderseni se
pudo dar por una baja concentracion de proteinas en las
muestras de estas especies.

La presencia de la proteina de 30 kDa en la mayoria de
las especies estudiadas, a excepcion de E. fuscus, impli-
ca que las especies cercanamente relacionadas no son
mas similares en promedio que las especies distante-
mente relacionadas, lo cual explicaria la ausencia de se-
fial filogenética para la presencia de dicha proteina. La
retencion o presencia de este cardcter en especies con
dietas diferentes a insectos posiblemente represente una
adaptacion para el consumo ocasional de insectos que
presentan los filostoémidos. Por ejemplo, Phyllostomus
discolor incluye insectos en su dieta cuando disminuye
la disponibilidad de frutas, polen y néctar, por tanto, su
dieta se solapa con insectivoros estrictos como los ves-
pertilionidos. Algo similiar se observa en Glossophaga
soricina, un nectarivoro que consume insectos ocasio-
nalmente (25,26,48,49,50,51,52,53). Se considera que
la dieta ancestral de los filostomidos fue insectivora, la
cual atin la incluyen muchas de las especies estudiadas,
en ellas se ha reportado el consumo ocasional de in-
sectos con el fin de mantener los niveles de nitrogeno
requeridos (4,26,49,54,55). Ademas, Dumont et al. (16)
reportan la banda de 30kDa como una proteina presente
unicamente en murci¢lagos insectivoros de las familias
Vespertilionidae y Molossidae y ausente en pteropodi-
dos que son frugivoros especializados. Lo anterior es
consistente con la presencia de una proteina de 30kDa
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en todas las especies capturadas, puesto que se podria
considerar como una proteina retenida a lo largo de la
historia evolutiva de las especies para metabolizar te-
jidos de insectos. Dumont et al. (16) sugieren que la
proteina de 30 kDa podria corresponder a una anhidra-
sa carbonica encargada de mantener un pH basico y de
conferirle alta capacidad de amortiguamiento a la saliva
de murciélagos insectivoros, lo que concuerda con los
datos obtenidos por Dumont (11) en los que especies de
filostdémidos que incluyen insectos en la dieta, como las
del género Carollia, exhiben valores mayores de pH y
una mayor capacidad de amortiguamiento. Ademas, los
pesos moleculares y la funcion de la anhidrasa carbo-
nica reportadas por Fernley et al. (56) concuerdan con
el reporte de peso molecular y fisiologia que exponen
Dumont et al. (16).

Las proteinas de 50 y 60 kDa no presentaron sefal filo-
genética y su presencia en las especies estudiadas pudo
ser explicada, en parte, por su dieta. Se ha reportado
que insectivoros de la familia Molossidae presentan una
proteina de 50 kDa, la cual tendria accion en la regula-
cion del pH; mientras que frugivoros pteropodidos ex-
hiben una proteina de 60 kDa que seria una a-amilasa
encargada de procesar los carbohidratos consumidos en
las frutas (17). Da Costa et al. (57) afirman que la dieta
alta en taninos, dietas herbivoras, estimulan los recep-
tores adrenérgicos dando lugar a una mayor secrecion
de amilasa. La estimulacion de los receptores se genera
por el estrés inducido por la toxicidad de los taninos
(57,58). La banda de 55 kDa presente en Sturnira lilium
podria inferirse que es una amilasa, dado que el rango
de peso molecular de las amilasas encontradas por Da
Costa et al., (57) estuvo entre 48 a 66 kDa, la diferencia
en el peso depende de la glicosilacion de la proteina.
Ademas, la funcion proteica de la amilasa coincide con
la dieta frugivora de S. /ilium. La ausencia de respal-
do estadistico para la dieta como variable explicativa
se pudo generar por el tamafio muestral, puesto que la
familia Phyllostomidae abarca mas de 200 especies y
el nimero de especies capturadas en este estudio fue de
ocho. Algo similar sucedi6 con los vespertilionidos, ya
que fueron incluidas solo cinco especies, considerando
que se incluyeron las especies estudiadas por Dumont
et al. (16) (1,3,5,6,9). Por ello, se sugiere aumentar el
numero de especies y con ello también se ampliarian las
estrategias de alimentacion a evaluar.

La proteina de 50 kDa se identificé principalmente en

murci¢lagos con alto consumo de insectos, como lo re-
porta Dumont et al. (16) y aunque la identifico como una
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anhidrasa carbdnica su peso molecular no coincide con
el encontrado para estas proteinas, alrededor de 30kDa
(56). Por lo cual, la funciéon que cumple esta proteina
en la dieta insectivora es desconocida. Sin embargo, se
debe resaltar que el peso de 50 kDa si se encuentra en
el rango de pesos de las a-amilasas, por lo que podria
tratarse de una amilasa con glicosilacion diferente a la
glicosilacion de los frugivoros (57). También se debe
considerar que, pese a la insectivoria estricta de los ves-
pertilionidos, también requieren de proteinas para pro-
cesar los carbohidratos que consumen en su dieta. Pese
a que se sugiere la posible fisiologia de las proteinas
encontradas, es importante identificar su estructura y
funcion para determinar su rol en la alimentacion y en
la diversificacion de las dietas.

Cabe resaltar que la ausencia de determinadas proteinas
que podrian estar relacionadas con la dieta en perfiles
electroforéticos de especies con dietas similares podria
estar relacionada con la concentracion de la proteina de
interés en la muestra, en comparacion con la concen-
tracion de las proteinas totales de la muestra. Ello se
infiere considerando que no se midi6 la concentracion
de proteinas totales ni de proteinas de interés en las
muestras, lo que indica la importancia de realizar esta
medicion en futuras investigaciones.

La bioquimica salival en murciélagos se encuentra mas
relacionada con la dieta que con su historia evolutiva,
puesto que las proteinas de 50 y 60 kDa encontradas
presentaron relacion con las dietas insectivora y herbi-
vora, respectivamente, y la de 30 kDa podria ser una
proteina retenida para el consumo ocasional de insec-
tos. Por ello, podrian jugar un papel importante en la
adaptacion a los diferentes tipos de dieta, en especial
la proteina de 60 kDa que podria ser una adaptacion
para el consumo de frutas y néctar en filostomidos. Esta
proteina le habria permitido a los filostomidos metabo-
lizar alimentos de origen vegetal, por lo cual pudo estar
involucrada en la radiacion adaptativa y diversificacion
ecologica de la familia. Ademas, dentro de los filosto-
midos las proteinas salivales presentaron similitud en-
tre especies predominantemente frugivoras y especies
herbivoras con consumo de insectos, mientras que entre
filostdmidos y vespertilionidos se observd mayor dife-
rencia pese a que ambos consumen insectos.
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