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Sinopse:

Foi desenvolvido um método molecular, com base na técnica de PCR-RFLP, para identificar
as cinco espécies de presas mais atacadas pelo morcego hemat6fago Desmodus rotundus na
Amazobnia brasileira (galinha, boi, porco, humano e cachorro), a partir de andlises do DNA
extraido das fezes do morcego. Com o desenvolvimento desta técnica estudou-se a dieta dos
morcegos hemat6fagos em condi¢Bes naturais, com capturas realizadas em comunidades
ribeirinhas localizadas na Amazénia brasileira. Os resultados indicaram que D. rotundus
consome principal mente galinhas e porcos.
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RESUMO

Métodos tradicionais de identificagdo de itens da dieta de vertebrados, por meio da andlise
visual das fezes, ndo sdo eficientes em estudos sobre a ecologia aimentar de morcegos
hemat6fagos, devido ao fato da ingestdo de sangue produzir fezes constituidas somente por
partes moles. Assim, a utilizagdo de métodos moleculares com base no isolamento e
amplificagdo do DNA oriundo de amostras fecais constitui uma importante ferramenta para o
conhecimento da dieta de animais predadores como 0s morcegos hematéfagos. No presente
estudo foi desenvolvido um método molecular com base na técnica PCR-RFLP, a partir da
andlise do DNA isolado de fezes de D. rotundus, o qual mostrou-se eficaz naidentificacdo das
cinco espécies de presas (galinha, boi, porco, humano e cachorro) mais atacadas por esta
espécie de morcego em comunidades ribeirinhas na Amazonia brasileira. Um experimento foi
conduzido com individuos de D. rotundus mantidos em cativeiro para a coleta de amostras
fecais, apds alimentacdo dos mesmos com sangue das presas analisadas. O DNA gendmico
total foi extraido com sucesso das amostras fecais coletas, bem como de amostras de sangue
das presas, as quais serviram como controle no experimento. Foram utilizados marcadores
universais para amplificar, via PCR, uma regido do gene citocromo b (380 pb) a partir do
DNA isolado das fezes dos morcegos e do sangue das presas. Em seguida os produtos da PCR
foram clivados utilizando cinco enzimas de restricdo (Hae Ill, Rsa |, Taq |, Bmg BI, Xho I)
selecionadas de modo a gerar fragmentos distintos ao nivel de espécie. Os padrdes de
restricéo observados apos a clivagem apresentaram total similaridade entre os tratamentos que
utilizaram amostras de sangue e de fezes. A andlise PCR-RFLP possibilitou diferenciar de
forma inegquivoca, as cinco espécies de presas utilizadas por D. rotundus na Amazonia
brasileira. Este estudo € pioneiro no desenvolvimento de um método para identificacéo
precisa de espécies de presas utilizadas na dieta de morcegos hemat6fagos. A partir do
desenvolvimento deste método molecular foi analisada a preferéncia por cada presa utilizada
por morcegos hemat6fagos em condigdes naturais. Foram amostradas 18 comunidades
ribeirinhas dos rios Madeira e Aripuana e do lago Ayapud, no rio Purus, onde os morcegos
foram capturados e suas amostras fecais coletadas. Um total de 157 individuos de D. rotundus
e sais de Diaemus youngi foram capturados, dos quais 88 amostras fecais foram coletadas e
analisadas por PCR-RFLP conforme previamente descrito. Os produtos de amplificacdo ndo
identificados pela técnica PCR-RFLP foram sequienciados e comparados com o banco de
dados de vertebrados do GenBank, utilizando a ferramenta BLAST, para determinacéo da

espécie. Das 88 amostras coletadas, 58 (66%) amplificaram com sucesso a regido do gene
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citocromo b contendo aproximadamente 380 pb. Foi possivel identificar quatro espécies de
presas (galinha, porco, boi e cachorro) a partir de 48 amostras fecais (55%) analisadas.
Galinhas foi a presa mais consumida por D. rotundus (61%), seguida por porco (32%), boi
(5%) e cachorro (2%). Nenhuma das andlises moleculares das amostras fecais apresentou
perfis de restricdo diferentes dos observados para as presas estudadas, indicando que os
morcegos hemat6fagos estudados ndo se alimentaram de mamiferos e/ou aves selvagens nas
proximidades das comunidades. A andlise PCR-RFLP de amostras fecais de Diaemus youngi,
outra espécie de morcego hemat6fago na regido, indicou o consumo de sangue de galinha e
porco. Este foi o primeiro registro em condi¢Bes naturais de um mamifero atacado por D.
youngi. Apesar do registro de pessoas atacadas por D. rotundus em duas comunidades
estudadas, as andlises moleculares das fezes de D. rotundus ndo evidenciaram a presenca de
DNA humano. Os resultados descritos agui mostraram que a técnica de PCR-RFLP é uma
ferramenta Util no estudo da dieta de morcegos hematofagos que forrageiam em éareas de
comunidades humanas na Amazonia brasileira. Estudos futuros sobre a incidéncia de ataques
de D. rotundus a pessoas em comunidades rurais na Amazonia brasileira sdo também

importantes para embasar programas de controle da populacéo de morcegos hematofagos.
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ABSTRACT

Traditional methods based on the identification of vertebrate’s diet by direct analysis of feces
have been showed efficient for studies of feeding ecology but this approach fail for vampire
bats. The use of molecular methods based on the isolation and amplification of DNA by PCR
from feces has become an important tool for the knowledge of the diet of vertebrate predators
such us vampire bats. In the present study a molecular method based on PCR-RFLP and
analysis of DNA isolated from feces of D. rotundus was developed for the identification of
five prey species (chicken, cattle, pork, human and dog) most commonly attacked by this bat
species in Brazilian Amazon communities. An experiment was carried out using individuals
of D. rotundus kept on captivity in order to collect feces samples of the bats artificialy fed
with blood of each prey species. Tota genomic DNA was successfully extracted from
collected feces as well as from the prey species blood. Universal molecular markers were used
for PCR amplification of a mitochondrial cytocrome b gene region (380 bp) using DNA
isolated from bat’s feces and prey’s blood. For the RFLP analysis PCR’s fragments were
digested using five restriction enzymes (Hae Il1, Rsa I, Taq |, Bmg BI, Xho |) selected for
discrimination among species. The restricted patterns found were similar between the two
treatments (feces and blood). The PCR-RFLP analysis alowed the correct differentiation of
the five species of prey used by D. rotundus in the Brazilian Amazon. This study is pioneer
by proposing and developing a method for the precise identification of the prey species used
by the vampire bat D. rotundus. Using the method developed here we investigated also the
feeding habits of vampire bats in natural conditions which allow the precise identification of
the prey species of the bats were using for feeding in the Brazilian Amazon. Eighteen human
settlements located in Madeira and Aripuana rivers and in Ayapué lake, Purus river, were
sampled. In these places bats were captured and feces samples were collected. A total of 157
individuals of D. rotundus and six of Diaemus youngi were captured and 88 samples of feces
were collected and analysed using PCR-RFLP as described previously. The amplified
products not identified by the PCR-RFLP technique were sequenced and compared to
Genebank dataset using BLAST. For 58 out of 88 samples we successfully amplified the cyt-b
gene region (~380 bp). We were able to unambiguously identify four species of prey
(chicken, pork, cattle, and dog) by the anaysis of 48 samples (55%) of D. rotundus feces
collected in nature. The analysis showed that chicken was the prey’s species most commonly
consumed by D. rotundus followed by pork (32%), cattle (5%), and dog (2%). The PCR-
RFLP analyses of fecd DNA haven't showed any different restriction patterns from the
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expected for the prey species analysed here indicating that the vampire bats haven't consumed
blood of wild mammals or avian species around the communities. Also PCR-RFLP analysis
of feces samples of Diaemus youngi, another vampire bat species found in the region,
indicated the ingestion of chicken and pork blood by this species. That is the first record of a
mammal species attacked by D. youngi in nature. Despite the records of people attacked by D.
rotundus in the study communities the molecular analyses carried out here haven't indicated
presence of human DNA in the feces of the bats. The results presented showed that the
method developed using PCR-RFLP technique is an useful tool for anaysis of the vampire
bat diet in the Brazilian Amazon countryside. Future studies about frequency of D. rotundus
attacks to people in countryside communities are also suggested to support programs aiming
to control the populations of the vampire bats in the region.
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dos morcegos hematéfagos; c) individuo de D. rotundus dentro de uma pocilga
enquanto se alimentava na comunidade caviana, lago Ayapug; d) fezes de D.
rotundus encontradas no assoa ho de uma casa usada como abrigo noturno, loclizada
a0 lado de um cercado com bois na comunidade Cachoeirinha, rio
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Padrdes de restricdo gerados pela andlise PCR-RFLP a partir de amostras de fezes
dos morcegos capturados nas comunidades ribeirinhas. Em cada mini-gel, as duas
ultimas colunas mostram produtos amplificados a partir do DNA do sangue da presa
e as demais colunas correspondem a amostras de fezes..........oovevvvvieeceveccecceecieen, 87
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—1 NTRODUC}AO GERAL -
M étodos empr egados na investigacao das inter agdes presa-predador

As diversas interagbes que fazem parte de um sistema mais complexo da cadeia
aimentar podem ser caracterizadas como as relacBes troficas entre 0s organismos que
compdem um ecossistemna. A principio, estas relacBes envolvem niveis basicos de obtencéo
de energia do sol pelos produtores e a transferéncia dessa energia para os consumidores de
vérias ordens. A relacdo tréfica entre organismos, representada pelas interagdes entre presa
predador € investigada ha vérios anos em estudos que buscam determinar o habito alimentar
das espécies e as consequiéncias dessas interacdes (Sheppard & Harwood, 2005).

Em diversas situagdes, a observacdo e quantificacdo das interacOes entre presa
predador podem ser dificeis de determinar em campo por meio de observacdo direta,
especialmente quando envolvem espécies cripticas e/ou com alta mobilidade (Mukabana et
al., 2002a, Symondson, 2002). Amostras fecais coletadas em campo tém sido muito usadas
em estudos com mamiferos para o conhecimento das presas das quais se alimentam. Tal
abordagem metodol 6gi ca apresenta a vantagem de ndo interferir nos comportamentos da presa
e do predador. Entretanto, é dificil obter dados seguros da composi¢do da dieta para a maioria
das espécies. Restos de presas podem ser visualmente identificados no estbmago, nas fezes e
em regurgitados dos predadores, mas muitas vezes o conteido pode ser digerido e destaforma
ndo reconhecido visuamente. Muitas espécies de predadores ingerem aimentos liquidos
como no caso de alguns insetivoros, de nectarivoros e de sanguinivoros. Presas com partes
duras podem ser superestimadas nas fezes, enquanto presas com parte moles podem até ndo
ser representadas. Em outras situacOes, a coleta de amostras necessita da captura do individuo,
inviabilizando estudos em espécies de animais ameagados (Kohn & Wayne, 1997).

Particularmente, a determinacdo da dieta em morcegos emprega métodos tradicionais
gue envolvem a quantificacdo de itens ndo digeridos como sementes e pedagos de insetos,
encontrados nas fezes de morcegos capturados em redes de neblina ou sob o abrigo diurno
(Thomas, 1988; Whitaker, 1988). Estes métodos sdo amplamente usados, mas analises
detalhadas e completas sdo dificultadas por problemas associados a identificagdo dos itens
consumidos. Algumas fezes de morcegos frugivoros ndo possuem sementes, permanecendo
somente a polpa dos frutos. A identificacdo deste material pode ser feita somente quando as

amostras ainda estéo frescas (Thomas, 1988). Em morcegos insetivoros, as presas séo muito



mastigadas e a quantificacdo de insetos com exoesqueleto mais duro pode ser superestimada
(Whitaker, 1988; Kaka & Kalko, 2006). Além disso, presas que ndo possuem exoesguel eto,
como lagartas, sdo dificilmente amostradas. Tais métodos sdo limitados e para entendermos a
ecologia de forrageamento de morcegos so necessérias andlises mais detalhadas da dieta

O uso de isbtopos estéveis, &cidos graxos, marcadores moleculares e andlises por
anticorpos monoclonais constituem métodos alternativos na determinacéo da dieta, tanto em
invertebrados quanto em vertebrados (Symondson, 2002; Sheppard & Harwood, 2005;
Fenolio et al., 2006; Haubert et al., 2006; Stowasser et al., 2006; Gariepy et al., 2007). Em
insetos hematdéfagos, métodos imunolégicos tém sido utilizados em estudos sobre a
composicdo da dieta (Boreham, 1975; Gomes et al., 2001; Gomes et al., 2003). Um desses
meétodos, a reagdo por precipiting, foi utilizada em estudo sobre a determinacéo da dieta dos
morcegos vampiros Desmodus rotundus (Geoffroy, 1810) e Diaemus youngi (Jentink, 1893)
(Greehadll, 1970). Esse método baseia-se em uma andlise quantitativa da interacdo antigeno-
anticorpo, tornando-se necessaria a construcdo de um painel de anti-soros especificos para as
presas avaliadas (Bull & King, 1923; Tempelis & Lofy, 1963). Entretanto, sua principal
limitac&o € o alto custo e 0 tempo consumido para o desenvolvimento dos anticorpos, além de
ser pouco Util na andlise da dieta de predadores generaistas que se alimentam de multiplas
espécies de presas (Symondson, 2002). O imunoensaio mais freglente usado € o teste de
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, em inglés), o qual possui grande
sensibilidade em se ligar a enzimas e assim indicar a presenca de um antigeno especifico
(Symondson, 2002; Greenstone, 2006). Isto permite obter dados precisos do conteldo
estomacal de predadores. Contudo, vérias condigdes prévias S80 hecessarias para sua
aplicagdo em campo, como determinar os limites de deteccdo da técnica, os fatores que
deterioram as taxas de antigeno e os potenciais erros em detectar predacdo secundaria
(Sheppard & Haewood, 2005). Por isso, poucos estudos saem do laboratorio para avaliar
eventos de depredacdoem condi¢des naturais e a maioria tem focado sobre interacdes presa
predador em invertebrados terrestres (Sheppard & Haewood, 2005).

Além de testes imunolégicos, somente isdtopos estaveis tém sido usados na
determinacdo da dieta de morcegos (Fleming, 1995; Herrera et al., 2001a, 2001b, 2002; Voigt
& Kem, 2006). Este método é baseado na diferenca isotépica entre grupos de itens
alimentares consumidos (planta vs. inseto; graminia vs. arbusto) (Hobson, 1999; Herrera et
al., 2002; Voigt & Kelm, 2006). Muitas vezes, plantas e insetos séo consumidos na mesma
propor¢do, mas ndo necessariamente possuem importancia nutricional semelhante. A

vantagem dos isétopos estévels é que eles revelam aimportancia nutricional de cada alimento



ingerido, pois seus resultados representam o que o animal assimila do alimento e ndo somente
0 que €e ingere. Por exemplo, em cinco espécies de morcegos frugivoros, andlises por
isotopos estaveis indicaram que a maior parte da proteina assimilada durante o0 ano provem de
frutos, embora exista uma tendéncia de aumentar a contribuirdo de insetos no final da estacéo
chuvosa e inicio da seca (Herrera et al., 2002). Este método é relativamente recente em
estudos de hébitos alimentares de morcegos da regido Neotropical e em geral é utilizado para
comparar a contribuicdo de frutos e insetos na nutricdo e na mudanga sazonal da dieta de
morcegos frugivoros. Isétopos estaveis ja foram empregados para estudar a dieta dos
morcegos frugivoros Artibeus jamaicensis Leach, 1821, Surnira lilium (Geoffroy, 1810),
Carollia brevicauda (Schinz, 1821), Uroderma bilobatum Peters, 1866, Dermanura phaeotis
(Miller, 1902), dos nectarivoros Leptonycteris curasoae Miller, 1900 e Glossophaga soricina
(Pallas, 1766) e dos insetivoros Pteronotus parnnélli (Gray, 1843) e Antrozous pallidus (Le
Conte, 1856) (Fleming et al., 1993; Herrera et al., 1993; 2001a, 2001b, 2002). Em geral, os
resultados mostram que frutos constituem o principa recurso protéico durante o ano tanto
para morcegos frugivoros quanto nectarivoros. Em Antrozous pallidus (Vespertilionidae),
uma substancial quantidade de carbono é obtida de espécies das familias Cactaceae e
Agavaceae, provavelmente quando o morcego visita as flores para comer insetos e ingere
acidentalmente néctar ou partes florais, sugerindo que esse comportamento pode representar o
primeiro estégio na evolucdo da nectarivoria e frugivoria em morcegos vespertilionideos
(Herreraet al., 1993).

| s6topos estaveis também foram usados para examinar a origem do sangue ingerido
pelo morcego hematéfago D. rotundus (Herrera et al., 1998; Voigt & Kelm, 2006). O gado,
presa bastante atacada por esses morcegos, possui uma assinatura isotopica muito distinta da
encontrada em mamiferos selvagens. Tal diferenca pode ser observada porque o gado ingere
principal mente plantas C,, enquanto mamiferos selvagens ingerem plantas Cs (Voigt & Kelm,
2006). A andlise da selegdo de presas indicou que D. rotundus prefere se alimentar de gado,
como demonstrado pela semelhanca na proporcdo de C4 entre D. rotundus e o gado. A
preferéncia por bovinos ocorre muito provavelmente pelo fato destes mamiferos estarem
confinados em fazendas representando assim uma fonte de alimento mais previsivel (Voigt &
Kelm, 2006). Herrera et al. (1998) verificaram que quando bovinos ndo estéo disponivels,
morcegos vampiros conseguem sangue de animais selvagens que se alimentam de plantas Cs
como pacas, antas e veados.

Embora sejam Uteis em diversas situagdes, isOtopos estéveis sdo informativos somente

Nos casos em gue sdo comparados itens alimentares com diferencas isotOpicas. Por causa da



grande variedade de frutos e insetos que morcegos frugivoros podem consumir, existe uma
grande sobreposi¢cdo nos valores isotdpicos entre os itens ingeridos (Herrera et al., 2001a). A
fata de conhecimento taxondmico principalmente das espécies de insetos consumidos por
morcegos frugivoros pode levar a problemas de interpretacdo da origem protéica na dieta. Ao
contrario dos métodos que examinam restos de animais (pélos, 0ssos, partes de insetos) e
plantas (sementes) encontrados nas amostras fecais, isotopos estavels ndo trazem informagdes
sobre a identificacdo taxondmica e freqiéncia do item ingerido. Para a coleta dos dados
também existe a necessidade da captura do animal e de um banco de informagdes dos itens

consumidos.

Uso de técnicas moleculares e métodos ndo invasivos em estudos das interacgdes presa-

predador

Avancos da biologia molecular tornaram acessiveis as investigacbes de interagdes
tréficas da cadeia aimentar que ndo eram possiveis com métodos tradicionais (Symondson,
2002; Sheppard & Harwood, 2005). O uso de técnicas baseadas no DNA tem sido empregado
principalmente em estudos da dieta em invertebrados terrestres (Mukabana, 2002a; Sheppard
& Harwood, 2005), no qual os individuos sdo mortos para a coleta do estdmago e analises via
PCR (Polymerase Chain Reaction, em inglés). Entretanto, este tipo de coleta muitas vezes ndo
€ possivel e admissivel em estudos com vertebrados, especialmente nos animais ameagados
elou carisméticos. A coleta ndo invasiva de amostras, como fezes e regurgito, tem-se
mostrado eficiente na obtencdo de DNA para determinagdo da composicdo da dieta,
principalmente em estudos envolvendo vertebrados selvagens, pois ndo requer a captura do
animal (Kohn & Wayne, 1997; Taberlet et al., 1997; Scribner & Bowman, 1998; Dallas et al.,
2003; Nagata et al., 2005; Livia et al., 2007). PopulacGes de vertebrados ameacados sdo
dificeis de se estudar devido principalmente as baixas densidades em que sdo encontrados.
Nestes casos, fezes sdo frequentemente usadas para confirmar a presenca do anima em
determinada &rea e na andlise de sua dieta (Kohn & Wayne, 1997; Idaghdour et al., 2003;
Banks et al., 2003).

Basicamente, os experimentos que envolvem andlises moleculares da dieta baseiam-se
naidentificacéo e diferenciacdo do DNA da presa e do predador nas amostras fecais, regurgito
ou contetido estomacal. Em geral sdo desenvolvidos pares de iniciadores (“primers’) espécie-
especificos que amplificam uma determinada regido do DNA da espécie avo, a qua serd

analisada e comparada, possibilitando assm a identificacdo das espécies da presa e do



predador. Asahida et al. (1997) foram os primeiros a desenvolverem uma técnica baseada na
amplificacdo do DNA extraido a partir do conteido estomacal do predador e identificaram o
consumo de larvas e juvenis do linguado Kerelus bicoloratus (Basilewski)
(Pleuronectiformes) pelo camardo Crangon affinis (De Haan, 1849) (Decapoda). Nesse
estudo, parte do fragmento do D-loop (regido codificadora que contém o controle da
replicacdo e transcricdo do genoma mitocondrial) foi amplificada, clonada e seqlienciada para
0 desenho de primers especificos que amplificam fragmentos de 1,46 Kpb do DNA
mitocondrial do linguado.

Diversos primers espécie-especificos ja foram desenvolvidos para amplificar o DNA
(principalmente genes mitocondriais) de espécies de presas como afideo, lesma, caracol,
molusco, crustaceo, minhoca, Collembola, Diptera, Homopera, Hemiptera, Lepidoptera,
visando a identificagdo destas presas na dieta de invertebrados (ver revisdo de Sheppard &
Harwood, 2005). A maioria desses estudos foi realizada em laboratério com animais criados
em cativeiro e poucos em condi¢des naturais de campo (Hoogendoorn & Heimpel, 2002;
Agusti et al., 2003; Kaspar et al., 2004; Harper et al., 2005).

Métodos tradicionais de caracterizacdo do habito alimentar em mamiferos tém sido
conduzidos em combinagdo com analises genéticas a partir do DNA extraido de fezes para
identificar a dieta do predador (identificacéo das presas) (Evans et al., 1998; Deagle et al.,
2005), a espécie do predador (Reed et al., 1997; Farrell et al., 2000; Liviaet al., 2007), 0 sexo
(Fedriani & Kohn 2001; Dallas et al., 2003) e o individuo gque originou a amostra (Reed et al.,
1997; Morin et al., 2001; Banks et al., 2003). Devido a dificuldade de identificar as espécies
de felinos e canideos com base no tamanho das amostras fecais, Farrell et al. (2000)
analisaram um fragmento de 146 pb do gene citocromo b do genoma mitocondrial a partir do
DNA extraido das fezes coletadas das espécies. Com a identificacdo das espécies dos
predadores por técnicas moleculares, seus habitos alimentares puderam ser inferidos por meio
da visualizagdo dos restos das presas nas fezes. Em outro estudo sobre o habito alimentar de
carnivoros, marcadores de DNA microssatélites e genes ligados ao sexo foram utilizados para
distinguir os individuos e 0 sexo de uma populacdo de coiotes (Canis latrans Say, 1823) a
partir do DNA genémico total extraido das fezes (Fedriani & Kohn, 2001). Ta informacéo
possibilitou conhecer detalhes da dieta de machos e fémeas dos coiotes, antes impossivel de
ser acessada utilizando somente métodos tradicionais.

O sucesso da deteccdo molecular de espécies de presas consumidas por predadores
depende em grande parte do nivel de degradacdo a que o DNA é submetido, durante o

processo de digestdo. A degradacdo influenciard sobremaneira o tamanho dos fragmentos de



DNA da presa que poderdo ser amplificados. Outro fator importante a ser considerado é o
tempo de permanéncia do DNA da presa no trato digestivo do predador. Estudos tém
demonstrado que fragmentos menores que 300 pb do DNA da presa sdo amplificados com
sucesso, pois fragmentos maiores de DNA sdo quebrados mais rapidamente durante a
passagem pelo trato digestivo do predador (Zaidi et al., 1999; Chen et al., 2000; Agusti et al.,
1999, 2003; Juen & Traugott, 2005). O sucesso da deteccdo do DNA dos ovos de Helicoverpa
armigera Habner (Lepidoptera: Noctuidae) no trato digestivo do predador Dicyphus tamaninii
Wagner, 1951 (Heteroptera: Miridae) foi de 50% usando marcadores que amplificam
fragmentos de 600 pb, mas aumentou para 75% em fragmentos de 254 pb (Agusti et al.,
1999). Esses autores também observaram que 4 horas ap0s 0s ovos serem ingeridos pelo
predador, apenas 45% das presas puderam ser detectadas pela andlise dos fragmentos
contendo 254 pb.

Em geral, fragmentos pequenos de DNA da presa resistem melhor a longos periodos
de digestédo comparado a fragmentos maiores. Contudo o poder de deteccdo mesmo dos
fragmentos menores de DNA tende a diminuir com o aumento do tempo de permanéncia no
trato digestivo do predador (Agusti & Symondson, 2001; Agusti et al., 1999, 2000; Chen et
al., 2000; Hoogendoorn & Heimpel, 2001). Estudo realizado com o invertebrado terrestre
Anthocoris tomentosus Pericart, 1971 (Heteroptera), o qual foi aimentado em cativeiro com
Cacopsylla pyricola Foerster, 1848 (Homoptera), demonstrou que ap6s 8 horas todas as
predactes puderam ser detectadas, mas apos 32 h somente 15% do DNA da presa pode ser
amplificado (Agusti et al., 2003). Neste estudo os autores desenvolveram primers especificos
gue amplificam fragmento de 188 pb da regido COI (Cytochrome Oxidase subunit I, em
inglés) do genoma mitocondrial da presa

Estudos controlados com vertebrados em cativeiro sdo dificels de serem realizados,
especiamente com espécies ameacadas ou de grande porte, devido ao baixo nimero de
réplicas e 0s custos elevados para a realizacdo dos experimentos. Por isso, muitas andlises sdo
feitas a partir de coletas de fezes redizadas em campo apenas. Nesses casos a qualidade do
DNA pode ser afetada por fatores climaticos. Estudos mostram que, em geral, quantidades
maiores de DNA, e de melhor qualidade, sdo obtidas de amostras novas e coletadas durante o
inverno (Lucchini et al., 2002; Nsubuga et al., 2004).

Outro aspecto considerado em estudos de andlise molecular desta natureza diz respeito
a escolha das regides do genoma a serem amplificadas. Em seu estudo experimental usando
besouros Pterostichus cupreus Linnaeus como predador de mosquitos, Zaidi et al. (1999)

sugerem que a andlise de regifes de genes com cdpias multiplas pode maximizar as chances



de amplificagdo quando comparado a regibes do DNA que possuem poucas copias,
simplesmente porque uma quantidade maior do DNA avo pode ser preservado por um
determinado periodo no intestino do predador. Estudos que analisam amostras fecais de
vertebrados também chegaram as mesmas conclusdes (Kohn & Wayne, 1997: Farrel et al.,
2000). Seguiéncias do DNA mitocondrial ocorrem em um grande nimero de copias por célula
e por isso aumentam as probabilidades de alcancar um resultado positivo, em termos de
sucesso na amplificagéo de fragmentos, mesmo a partir de DNA degradado.

Existe uma variedade de marcadores molecul ares que podem ser usados em estudos da
caracterizacdo da dieta animal e genética de populacbes (M ukabana et al., 2002a; Symondson,
2002). A escolha do marcador molecular apropriado depende do tipo de informagdo que se
pretende obter, seja ela relacionada ao predador ou a presa. Embora o uso de marcadores de
genes mitocondriais tenha prevalecido nos estudos sobre os hébitos alimentares de diversas
espécies, o grau de polimorfismos de fragmentos curtos do DNA mitocondrial é limitado. 1sso
implica em um baixo potencial para uso desses marcadores em situagbes que necessitem
identificacdo individual. Nesse sentido, marcadores de DNA microssatélites, também
chamadas de Sequéncias Simples Repetidas (SSR) séo os marcadores mais informativos e 0s
mais indicados em estudos sobre identificacdo individual, bem como em andlise de parentesco
e exclusdo de paternidade (Mukabana et al., 2002a; Ortega et al., 2003).

O uso de marcadores microssatélites tem sido freglientemente empregado em estudos
sobre a dindmica de transmissdo de parasitas por artropodes hematéfagos (Chow-Shaffer et
al., 2000; Michel et al., 2001; Mukabana et al., 2002b). Devido a alta especificidade e
contelido informativo, os polimorfismos de DNA microssatélites do genoma nuclear,
detectados em amostras de sangue ingerido por insetos hematdfagos, tém possibilitado
conhecer detalhes relacionados a epidemiologia de algumas doengas tropicais. Dentre estes
destacam-se: 1) a especificidade por tipo de hospedeiro (Torr et al., 2001); 2) preferéncia por
diferentes presas (Ansell et al., 2000); 3) auxilio no desenvolvimento de estratégias para o
controle de vetores de doengas, como a maaria (Dye, 1990). Marcadores microssatélites ja
foram usados para inferir sobre os niveis de protecéo conferida por repelentes (Gokool et al.,
1992, 1993), quantificar a taxa de infeccdo por Plasmodium associado a0 comportamento
alimentar de Anopheles gambiae Giles, 1902 (Koella et al., 1998), determinar ataxa de ataque
de Aedes aegypti Linnaeus, 1762 (Chow-Shaffer et al., 2000; Ansell et al., 2000), Glossina
spp. (Torr et al., 2001) e Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Michel et al., 2001) em
diferentes individuos (humanos), comparando preferéncia por mulheres gravidas e ndo
gravidas (Ansell et al., 2002) e taxa de exposicdo a doencas (Michel et al., 2001). Em



vertebrados, microssatélites também foram utilizados com sucesso na caracterizacdo da dieta
em gaivotas (Scribner & Bowman, 1998) e peixes (DeWoody et al., 2001).

Além disso, marcadores microssatélites tém sido utilizados para estimar o tamanho
populacional, a abundancia e a distribuicdo espacial em diversas espécies de mamiferos de
grande porte com base na anadlise de DNA extraido de amostras fecais (Frantz et al., 2003;
Hung et al., 2004; Bellemain et al., 2005; Prugh et al., 2005; Hgkova et al., 2006; Piggott et
al., 2006; Adams et al., 2003, 2007). A grande capacidade de identificacdo individual dos
microssatélites permite detectar a recaptura de individuos ja conhecidos, pela andlise de
diversas amostras fecais coletadas em uma determinada area. Por meio da captura e recaptura
das fezes de diferentes individuos, autores tém proposto modelos mateméticos capazes de
estimar o tamanho das populacBes (Hung et al., 2004; Bellemain et al., 2005). Estes
resultados sdo importantes para €laborar e aplicar programas eficientes de mango,
manutencao e preservacdo de espécies de mamiferos ameagados.

Devido a capacidade de amplificar fragmentos curtos a partir do DNA extraido de
amostras fecais, muitos dos marcadores moleculares podem ser segiienciados para acessar a
identificacéo da espécie do predador (Farrell et al., 2000; Adams et al., 2003, 2007) e da presa
(Casement, 2001; Jarman et al., 2004). Um conjunto de primers grupo-especifico daregido do
DNA genbmico que codifica para RNA ribossdmico (rDNA) foram desenvolvidos para
amplificar o DNA extraido das fezes coletadas de baleias Fin (Balaenoptera physalus
Linnaeus, 1758) e pinglins de Adéia (Pygoscelis adeliae (Hombron & Jacquinot, 1841))
(Jarman et al., 2004). Estes predadores marinhos possuem uma dieta muito variada e dificil de
ser acessada através do uso de primers espécie-especificos, pois varios desses primers teriam
que ser desenvolvidos. Os primers grupo-especifico puderam entdo amplificar um grande
numero de presas pertencentes a Eucariotos, ao superfilo Bilatéria, filo Cordata e subordem
Nototheniodei. O produto de PCR foi clonado e seguenciado para comparagdo com
sequiéncias do banco de dados do GenBank e posterior identificagdo do item ingerido (Jarman
et al., 2004).

Em outro estudo, analises do DNA extraido de amostras fecais coletadas em campo
permitiram identificar e diferenciar quatro espécies de grandes carnivoros (Puma concolor
Linnaeus, 1771, Panthera onca (Linnaeus, 1758), Leopardus pardalis (Linnaeus, 1758) e
Cerdocyon thous (Linnaeus, 1766)) (Farrell et al., 2000). Devido aimpossibilidade da captura
desses animais, um fragmento de 146 pb do citocromo b foi amplificado do DNA extraido das

fezes e seguienciado. Os fragmentos de DNA gerados foram comparados com o padréo das



sequéncias conhecidas de individuos dessas espécies mantidas em cativeiro para a
identificagéo da espécie que originou a amostra fecal analisada (Farrell et al., 2000).

Analises moleculares do DNA extraido de amostras fecais tém sido usadas como uma
estratégia para 0 monitoramento espacia de populacbes de mamiferos e para a identificacéo
de hibridos, empregando marcadores microssatélites para a identificagdo dos individuos da
espécie em questdo (Piggott et al. 2006; Adams et al., 2007). Contudo, mamiferos como
canideos e felinos possuem grande sobreposicdo morfoldgica das suas fezes e vérias das
amostras coletadas em campo podem ser originadas de outras espécies diferentes da espécie
alvo (Farrell et al., 2000; Davison et al., 2002). Neste caso, 0 sequenciamento de fragmentos
do DNA mitocondrial tem sido sugerido como uma alternativa para a identificacéo da espécie.
Por exemplo, Adams et al. (2007) em um estudo para localizar hibridos na populacéo do lobo
vermelho Canis rufus Audubon & Bachman, 1851, coletaram 151 amostras fecais na &rea de
estudo, no qual 62 delas falharam nas andlises por microssatélites. O segiienciamento de um
fragmento de 146 pb do citocromo b e comparacéo com seqiiéncias do GenBank indicou que
estas amostras corresponderam a sete espécies de mamiferos diferentes do lobo vermelho
(Adams et al., 2007).

Estudos sobre a relacBo presa-predador que empregam anaises moleculares do
contetido do trato digestivo ou amostras fecais, muitas vezes estdo interessados em investigar
o potencial de invertebrados predadores como agentes do controle biol6gico de uma ou
poucas espécies de pragas (Agusti et al., 2003, 2005; Sheppard et al., 2004; Juen & Traugott,
2005; Zhang et al., 2007). Nestes casos, 0 desenvolvimento de primers espécie-especificos
para até trés espécies de presa € mais econdmico do que analises por seqiienciamento, pois
seus resultados sdo alcangados pela amplificacdo da espécie alvo, enquanto que os altos
custos do segiienciamento tornam impraticavel amplos estudos ecologicos. Além disso,
estudos com invertebrados utilizam o predador com a presa ainda no seu estdmago para a
extracdo de DNA (Chen et al., 2000; Agusti et al., 2003; Juen & Traugott, 2005). A
amplificagdo por marcadores universais de um DNA misto, contendo DNA extraido da presa
e do predador, tera como produto da PCR um fragmento formado tanto pelo DNA da presa
guanto do predador, o que inviabiliza a identificacdo da presa na andlise do fragmento
sequienciado.

Outra técnica molecular que tem sido utilizada na investigacéo das interacfes presa
predador envolve a combinacdo da amplificacdo de uma determinada regido do genoma via
PCR e a andlise posterior por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, em inglé&s).

A técnica PCR-RFLP tem sido amplamente utilizada como uma poderosa ferramenta para a
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determinacdo precisa de espécies (Evans et al., 1998; Silva et al., 1999; Wagener et al., 2004;
Liviaet al., 2007).

Basicamente a técnica de PCR-RFLP consiste na clivagem de um fragmento
amplificado de DNA por enzimas de restricdo (Dowling et al., 1990; Arias & Infante-
Malachias, 2001). As enzimas clivam o DNA em um sitio de reconhecimento especifico
formado por quatro a seis pares de bases. Para uma determinada regido amplificada do
genoma, os fragmentos gerados a partir da agéo da enzima de restri¢éo, irdo variar de tamanho
de uma espécie para outra, dependendo do nimero e da distribuicdo dos sitios de
reconhecimento no fragmento de DNA analisado. Por sua vez, a natureza da variagdo dos
sitios pode se dar por rearranjos da sequéncia no local de corte da enzima, através da
duplicacdo, inversdo, adicdo ou delecdo de bases no DNA. Todas essas ateracOes podem
criar, eliminar ou mudar a posi¢do dos sitios de clivagem, afetando o nimero de fragmentos
gerados e conseguentemente seus tamanhos (Dowling et al., 1990; Arias & Infante-
Malachias, 2001). A identificac8o das espécies € feita pela diferenciacéo entre os padrdes dos
perfis de restricdo entre as espécies analisadas.

Esta técnica molecular tem sido usada com sucesso em andlises forenses nas quais
pretende-se, por exemplo, averiguar a origem de determinados alimentos, nos casos em que
carnes de uma espécie animal de alto valor comercial € misturada ou até mesmo substituida
por outras espécies de menor valor comercial (Céspedes et al., 1998; Colombo et al., 2000;
Sun et al., 2003; Pascoal et al., 2005). A autenticagdo de alimentos de origem animal via
PCR-RFLP também pode ser Util quando a mistura de carnes pde em risco a salde publica.
Por exemplo, a doenca da “vaca louca’ (encefalopatia espongiforme bovina) pode ser
transmitida para 0 gado e humanos através da inclusdo na racdo do gado de algum tipo de
material de origem bovina contaminado (Bellagamba et al., 2001; Pascoa et al., 2005).
Atuamente, a Unido Européia considera restos de boi (visceras e tecido cerebral) como
material de alto risco e vem proibindo sua mistura na aimentacdo do gado. A determinacéo
de espécies por PCR-RFLP pode ser de interesse em outras andlises forenses, quando
manchas de sangue, 0ssos e contelidos do estdmago de animais precisam ser identificados
(Zehner et al., 1998).

Para a analise por PCR-RFLP é necessério 0 uso de marcadores universais capazes de
amplificar o DNA de uma variedade de espécies de mamiferos, aves e peixes (Kocher et al.,
1989), uma vez que a origem das amostras analisadas é desconhecida. Caracteristicas do
genoma da mitocondria tem tornado essa organela atrativa para estudos de identificacdo de
espécies animais através de PCR-RFLP (Silva et al., 1999; Wagener et al, 2004; Steuber et
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al., 2005). O genoma mitocondrial possui heranca materna e por isso ndo segue padrdes de
segregacd mendeliana e ndo sofre recombinacdo (Arias & Infante-Malachias, 2001). Em
vertebrados, essa molécula possui uma alta taxa de evolugdo, a qual estima-se ser 10 vezes
superior & do genoma nuclear (Cacagnotto, 2001). Este fendbmeno poderia estar sendo
causada pela baixa fidelidade na replicacéo das mitocOndrias, alta exposi¢do aradicaislivrese
baixa eficiéncia do mecanismo de reparo (Li & Graur, 1991). Existe uma variagdo nas taxas
de substituicdo de nucleotideos entre os 37 genes descritos para esta molécula (Arias &
Infante-Malachias, 2001). Por exemplo, em mamiferos aregido controle é a que mais acumula
mutacdes sendo usada principal mente em estudos populacionais, enquanto que o citocromo b
esta entre os mais conservados e usado em andlises filogenéticas (Pereira, 2000). Essas
caracteristicas de heranca materna e falta de recombinagéo permitem tracar uma genealogia
materna muito importante para os estudos de dispersdo dos organismos e das relactes
evolutivas, entre individuos, espécies e popul agdes (Pereira, 2000).

A baixa taxa de mutagdo e o uso de fragmentos curtos do citocromo b limita ainda
mais possive's diferencas intraespecificas nos sitios de restricdo das enzimas, favorecendo o
reconhecimento de espécies geograficamente proximas. Mesmo assim, a regido do citocromo
b apresenta polimorfismo interespecifico suficiente para distinguir entre varias espécies de
vertebrados como boi, ovelha, galinha, humano e porco de guiné utilizando a técnica de PCR-
RFLP. Oshaghi et al. (2006) evidenciaram tal padrdo detectando fragmentos de diferentes
tamanhos apos digestdo com aenzima Taq |.

Para uma andlise de fingerprinting visando a diferenciacdo de espécies com a técnica
PCR-RFLP, a escolha das enzimas de restricéo se faz com base no padréo Unico de tamanho e
nimero de fragmentos obtidos ap6s a digestdo, o qua é diferente para cada uma das espécies
testadas, conferindo assim um padrdo de identificagdo inequivoco (Wagener et al., 2004,
Steuber et al., 2005). Geralmente sdo usadas mais de duas enzimas para se ter um conjunto de
informacdes que confirmem a identificacdo das espécies. As enzimas também podem ser
escolhidas em funcdo de sua especificidade, por exemplo, quando uma determinada enzima
cliva o DNA de somente uma das espécies testadas, ou por exclusdo, quando nenhuma das
enzimas corta 0 DNA de uma das espécies analisadas (Steuber et al., 2005).

Semelhante aos marcadores microssatélites, os marcadores PCR-RFLP também tém
sido utilizados como um método molecular eficiente para discriminar espécies de presas
presentes no contelido estomacal de insetos hemato6fagos (Steuber et al., 2005; Oshaghi et al.,
2006). O conhecimento do comportamento de forrageio desses insetos, que utilizam diversas

espécies de mamiferos como fonte de alimento, € um pré-requisito importante para agdes de
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controle de doengas, pois possibilita identificar o grau de contato do vetor (inseto) com os
animais reservatérios da doenca e 0 seu potencial risco de transmisséo para humanos (Kirstein
& Gray, 1996; Meece et al., 2005; Steuber et al., 2005). Microssatélites tém sido comumente
usados para investigar as interacfes entre esses insetos e humanos apenas. Os marcadores
PCR-RFLP, por sua vez, apresentam a vantagem de poderem ser utilizados para discriminar
vérias espécies de hospedeiros ou presas, mesmo quando sdo filogenéticamente préximas. Por
exemplo, PCR-RFLP foi capaz de discriminar 10 espécies de Bovidae por meio da andlise da
clivagem de um fragmento de 358 pb do gene citocromo b utilizando trés enzimas de restricéo
(Tag I, Alu | e Hind I1) (Steuber et al., 2005). A familia Bovidae é considerada a principal
fonte de adimento para moscas tsetsé (Diptera: Glossinidag) transmissoras de
tripanossomiases. Muitas das espécies de Bovidae sdo encontradas em simpatria com
humanos, usadas como animais de criagdo em comunidades rurais, tornando-se um
reservatério da doenca. Em estudo realizado por Oshaghi et al. (2006) no Ird, foi possivel
discriminar corretamente 0 DNA de humanos, bois e ovelhas pela andlise do contelido
estomacal dos mosquitos Anopheles sacharovi Favre, 1903 e A. stephensi Liston, 1901
(Culicidae) transmissores de maléria, por meio da técnica de PCR-RFLP.

Até o presente, apenas um estudo utilizou técnicas moleculares para investigar a dieta
de morcegos hematéfagos (Carter et al., 2006). As analises foram feitas utilizando amostras
de fezes do morcego vampiro Diaemus youngi aimentado em cativeiro com sangue de
galinha. O resultado desses autores demonstrou que 0 DNA da galinha extraido das fezes do
morcego pode ser isolado e amplificado com sucesso. Neste estudo foi amplificado, via PCR,
um fragmento de 200 pb do gene nuclear RAG-1, atamente conservado entre aves (Carter et
al., 2006).

Devido a aimentacdo dos morcegos hemat6fagos ser composta exclusivamente de
sangue (Greenhdl et al., 1983, 1984; Greenhall, 1988; Fenton, 1992; Greenhall & Schuitt,
1996), suas fezes sdo formadas apenas por partes moles, semelhantes a uma pasta escura
(Figura 1). Obviamente, isso significa que o uso de técnicas tradicionais de visualizacdo direta
de restos triturados da presa ndo se aplica ao estudo do habito alimentar desses morcegos. A
dieta de morcegos hemat6fagos tem sido acessada unicamente através da observacdo direta
dos morcegos se alimentando sobre as presas, 0 que muitas vezes limita a identificagdo e a
guantificaco das diferentes presas domésticas e selvagens em condic¢des naturais (Sazima,
1978; Sazima & Uieda, 1980; Greenhall et al., 1983; Delpietro et al., 1992; Uieda, 1992,
1993; Uieda et al., 2002).
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Os experimentos ilustrados anteriormente demonstram que a utilizacdo de técnicas
moleculares a partir de DNA amplificado via PCR das amostras fecais podem ser aplicadas
em morcegos hematéfagos. Provavelmente estas novas técnicas sdo as Unicas que
possibilitam a quantificacdo precisa dos eventos de predagdo, o qual incluem o nimero de
especies utilizadas, a taxa de uso das diferentes presas, a preferéncia aimentar dos recursos
alimentares disponiveis, bem como as conseqiéncias deste comportamento. Estes dados
permitem explorar uma nova area do comportamento de forrageio de morcegos hematéfagos,
essenciais para compreendermos melhor suainteragdo com 0os humanos e animais domésticos

afim de serem tomadas medidas de manejo adequadas para este grupo de morcegos.

.

Figura 1. Exemplo de amostras fecal recém coletada do morcego hemat6fago Desmodus rotundus em

condi¢des naturais.

Consider a¢fes taxondmicas e distribuicdo dos mor cegos hemat6fagos

Os morcegos hematéfagos (Mammalia, Chiroptera) compreendem trés espécies,
distribuidas em trés géneros, Desmodus rotundus (Figura 2), Diphylla ecaudata Spix, 1823 e
Diaemus youngi. Até a década de 80, estes morcegos eram considerados membros de uma
familia distinta, Desmodontidae, possivelmente ligado ao habito da alimentagéo exclusiva por
sangue. No entanto, caracteristicas afins contribuiram para a inclusdo dos morcegos
hematofagos na familia Phyllostomidae. A espécie D. youngi foi incluida no género
Desmodus por Handley (1976) e Honacki et al., (1982), mas Koopman (1988, 1993) concluiu

gue Diaemus representa um género valido. No presente estudo, a classificacdo taxonémica
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utilizada segue as recomendagdes de Koopman (1993), a qual insere os morcegos
hemat6fagos na familia Phyllostomidae.

Desmodus rotundus é considerada a espécie mais comum de morcego hematéfago,
podendo ser encontrado no México e nas Américas Central e do Sul. Na América do Sul, sua
distribuicdo limite sul se estende até a costa do Chile (Pacifico), Argentina central e a costado
Urugua (Atlantico) (Figura 1). Estes morcegos ndo sdo encontrados nas ilhas do Caribe, com

excegdo das ilhas de Trinidad e Margarita, na costa norte da Venezuela. Também podem

ocorrer em elevagcdes de até 2000 metros, ao norte dos Andes e Equador (Goodwin &
Greenhall, 1961; Jones & Carter, 1976; Greenhall et al., 1983; Flores-Crespo & Arellano-
Sota, 1991; Brass 1994).

Figura 2. Individuo de Desmodus rotundus macho capturado ao se aimentar de porcos na Fazenda

Experimental da Universidade Federal do Amazonas, localizada a 30 km de Manaus.

Por outro lado, D. ecaudata e D. youngi sdo considerados raros ou pouco comuns ao
longo de sua distribui¢cdo nas Ameéricas. Diaemus youngi ocorre na por¢ado leste do México, e
parte das Américas Central e do Sul (Jones & Carter, 1976; Greenhall et al., 1984; Koopman,
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1988; Brass, 1994). Na América do Sul € encontrado da Amazénia Central e Guianas, até o
norte da Argentina e sudeste brasileiro, bem como nasilhas de Trinidad e Margarita (Mares et
al., 1981; Koopman, 1988; Brass, 1994). Esta espécie ndo é encontrada na parte oeste dos
Andes e nas ilhas do Caribe (Jones & Carter, 1976; Greenhall et al., 1984; Koopman, 1988;
Brass, 1994). Diphylla ecaudata é a espécie de morcego hematéfago menos conhecida quanto
a distribuicdo. Ele pode ser encontrado do sul do Texas, passando a leste do México e
seguindo por toda Ameérica Central, onde possui maior abrangéncia em relacéo a D. youngi
(Figura 3). Na América do Sul se estende do leste dos Andes, Bolivia, Peru, Brasil central até
a costa do Atlantico (Figura 3). Sua distribuicdo na Amazobnia brasileira é desconhecida na

literatura, mas dados recentes indicam sua presenca nessaregido (Uieda et al., 2002).

k| - RN
i k. i K "‘K_‘____’:r ? R ‘\‘:\;_\f]f_
T I NG
L - “'\;h_ P S “;,L TR
= . wH e = P [
A B, A s S Oy
y 3 F. i [,: i 5’, ] 'év‘“';\ -
k! o S5 | < /J- L l;: P
L e N / e 4
- il N . " |
A i Ny ] g ~ e !
/ P i ; | [ F
g — I — i =y N
] ! " .é . / {_.. f
; < f - | -
- - ‘f" “‘ ! r::‘./
1) y - i —‘._ - 5 e -
i f I
.J.:‘ n’j
:ﬂ i {\
Desmodus rotundus (Geoffroy, 1810) Diaemus youngi{Jentink, 1893) Diphylia ecandata Spix, 1823

Figura 3. Digtribuicdo das trés espécies de morcegos hemat6fagos pela América Latina. Mapa reproduzido de
Patterson et al., 2005.

Comportamento alimentar dos mor cegos hematofagos

Os estudos sobre a biologia de morcegos hematéfagos iniciaram-se na década de 60,
principamente com a espécie D. rotundus ao atacar gado, sendo considerada a principal
transmissora da raiva a esses animais na Ameérica Latina (Taddel, 1983). Observactes sobre o
comportamento alimentar de morcegos hemat6fagos tém sido registradas tanto em condicdes
naturais, diretamente em animais de criacdo em seus abrigos (Crespo et al., 1961, 1974;
Wimsatt, 1969; Greenhall et al., 1969, 1971; Young, 1971; Turner, 1975; Sazima, 1978;
Uieda, 1982, 1992, 1993; Sazima & Uieda, 1980), quanto em condigdes de cativeiro (Crespo
et al., 1971, 1972; Greenhal, 1972; Schmidt & Greenhall, 1972; Uieda, 1994; Delpietro &
Russo, 2002).
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Os animais de criacdo tém sido citados como a principal fonte de alimento das trés
espécies de morcegos hemat6fagos. Diaemus youngi e Diphylla ecaudata sdo considerados
mais especializados quanto a preferéncia alimentar, explorando sangue de aves, enquanto D.
rotundus alimenta-se principalmente de mamiferos (Greenhall, 1988). No Brasil, estudos
detalhados sobre 0 comportamento alimentar de D. ecaudata e D. youngi foram realizados por
Uieda et al. (1982, 1992 e 1994), em condi¢des experimentais de cativeiro. Seus resultados
indicaram que D. ecaudata é especialista em sangue de aves, enquanto D. youngi concentra
sua alimentacdo em aves, mas também pode procurar mamiferos quando existe escassez de
aves. Ta comportamento demonstra uma maior flexibilidade alimentar em D. youngi
comparado aD. ecaudata.

Estudos sobre a aimentacdo de D. rotundus em cativeiro, revelam que uma variedade
de outros animais considerados ndo-domésticos pode ser utilizada como fonte de alimento. Ja
foram observados répteis, anfibios, aves e mamiferos (Greenhall, 1988). Outras espécies de
morcegos, como Surnira lilium, também podem ser atacadas por D. rotundus (Brass, 1994).
Estes estudos indicam que em locais onde existe baixa disponibilidade ou acessibilidade a
animais de criagdo, 0os animais silvestres passam a ser uma fonte alternativa de alimento para
esta espécie de morcego.

A selecdo dos tipos de presas utilizadas pode variar entre locaidades (Uieda, 1982).
Em Trinidad-Tobago, por exemplo, Goodwin & Greenhall (1961) citam bois, cavalos, cabras,
porcos, aves, ovelhas, cdes e humanos em ordem de preferéncia na dieta de D. rotundus. No
nordeste da Argentina, D. rotundus ataca gado, cavalos, porcos, ovelhas e burros, de acordo
com a disponibilidade destes animais (Delpietro, 1992).

Uma variedade de fatores pode influenciar a preferéncia por tipo de presa em D.
rotundus, incluindo a disponibilidade, acessibilidade e abundancia dos recursos (Thompson et
al., 1982; Voigt & Kelm, 2006). Contudo, Lord (2001) acredita que D. rotundus sdo animais
mais dependentes da disponibilidade de abrigos adequados, do que da abundéncia de
alimento. Essa preferéncia ou ndo aceitacdo de determinadas presas também pode resultar de
variagOes entre populacdes, ou mesmo entre individuos de uma mesma populagdo (Uieda,
1994).

I mpacto econdmico do ataque de mor cegos hematofagos

Antes da chegada dos europeus ao continente americano, a fonte de alimento dos

morcegos hematofagos eram os animais selvagens e possivelmente os indigenas (Greenhall,
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1965, 1988). Neste periodo, a populacéo desses morcegos era provavel mente menor do que a
atual. Com a chegada dos europeus as Américas, trazendo seus animais de criagdo, houve um
aumento na disponibilidade de aimento, o que deve ter favorecido o crescimento
populacional desses morcegos (Greenhall, 1988; Linhart, 1975). Desmodus rotundus foi
provavelmente a espécie de hemat6fago mais favorecida com a introducdo de animais
domeésticos. Neste novo contexto, 0s animais de criagdo tornaram-se presas faceis, uma vez
gue ndo possuiam adaptacfes contra tais predadores, representando uma fonte de alimento
abundante e acessivel (Goodwin & Greenhall, 1961; Greenhall, 1965).

Na década de 80, foi estimado que 70 milhdes de cabecas de gado viviam em
simpatria com morcegos hemat6fagos na Ameérica Latina (Acha & Maaga-Alba, 1988).
Devido ao fato de alimentarem-se exclusivamente de sangue, 0os morcegos hemat6fagos
possuem grande capacidade de transmissao da raiva paralitica para suas presas. O morcego D.
rotundus é considerado uma praga para a pecudria neotropical e indicado como o principal
responsavel pela transmissdo da raiva paralitica do gado (Greenhall, 1988; Acha & Méaga-
Alba, 1988). Segundo o Centro Pan Americano de Zoonoses, entre 1980 e 1992, os maiores
indices de mortalidade de gado por raiva foram registrados, em ordem decrescente, no Brasil,
Bolivia, Colédmbia, Venezuelae México (Brass, 1994). O Brasil € um dos paises que mais tem
sofrido com a raiva pardlitica do gado. Em 1983 e 1984, as perdas econdmicas foram
estimadas em 34 milhdes e 31 milhdes de ddlares, respectivamente.

A documentacdo de casos de raiva paralitica do gado pode estar subestimada, devido a
falta de registro e identificagdo dos animais mortos em fungdo da doenga. Muitas das mortes
ndo foram diagnosticadas por meio de exames laboratoriais, podendo ser negligenciadas nas
estimativas do impacto desta doenca para a pecudria (Acha & Maélaga-Alba, 1988). Outros
prejuizos causados pelo ataque dos morcegos sao a perda de peso dos animais, reducéo da
gualidade do couro e aumento das chances de contrair infecgdes nos ferimentos (Constantine,
1970, 1988).

No entanto, nem todos os casos de raiva podem ser atribuidos exclusivamente aos
morcegos hematéfagos. Outros animais, como 0s caes, Sdo potencials transmissores de raiva,
principamente para humanos, devido ao contato direto com esses animais (Belotto, 2001).
Entre 1995 e 2000, dos 525 casos de raiva humana registrados, 80% foram causados por
ataque de cées, os outros 20 % foram atribuidos a morcegos hemato6fagos (Bel otto, 2001).

Apesar de ndo serem considerados t& nocivos ao homem, D. ecaudata e D. youngi
também foram favorecidos pela colonizagdo européia na Ameérica tropical (Greenhall, 1988;

Linhart, 1975). A criacdo de aves domeésticas permitiu ampliar os tipos de presas na dieta
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dessas espécies de morcegos hematéfagos. Em areas rurais ou em criagdes de fundos de
quintal, a presenca de aves domésticas pode até substituir os ataques a aves selvagens. Do
mesmo modo como ocorreu com D. rotundus, a abundancia e acessibilidade desse novo
recurso aimentar permitiram um aumento populacional de D. ecaudata e D. youngi
(Greenhall, 1988; Linhart, 1975). Registros da morte de aves em decorréncia das agressdes de
D. ecaudata e D. rotundus é um fendmeno conhecido e citado na literatura (Husson, 1962;
Greenhall, 1988; Uieda, 1992). Contudo, essas espécies de hematéfagos foram pouco
estudadas quanto ao comportamento alimentar e os impactos econdmicos por eles causados a
criagéo de aves ndo sdo conhecidos.

A flexibilidade alimentar de D. youngi, incluindo além de aves, mamiferos domésticos
(cabras, porcos e possivelmente o gado) em sua dieta, pode futuramente transformar este
morcego em um perigo as criagOes de animais. O tipo de presa e comportamento alimentar
dos morcegos hemat6fagos podem indicar sua vulnerabilidade as perturbacfes ambientais
causadas pelo homem. Embora a criagdo de animais domésticos tenha beneficiado as
populacbes de D. ecaudata e D. youngi, estas sd0 consideradas espécies raras, que formam
col6nias pequenas e N matam suas presas quando estas sdo abundantes. Por isso, devem ser
preservadas também no contexto dos programas de controle a morcegos hemattfagos (Uieda,
1992).

Ser es humanos como fonte de alimento

Além de animais domeésticos, seres humanos tém sido freqlientemente mencionados
como fonte de aimento para D. rotundus (Gardner, 1977; Greenhall, 1988; Brass, 1994;
Schneider et al., 1996). Os primeiros relatos destes ataques datam do século XVI, quando os
exploradores europeus chegaram nas Ameéricas (Brass, 1994). A maior parte dos registros
oficiais de agressdes a seres humanos deve-se ao fato das vitimas terem morrido, muitas vezes
associadas a transmissdo daraiva (Lopez et al., 1992; Rosa et al., 2006).

Em 1973 foi criado no Brasil o Programa Nacional de Profilaxia da Raiva (PNPR)
com o proposito de combater a transmissdo da raiva para humanos através do controle da
zoonose em animais domésticos e o tratamento de pessoas que tenham tido algum ferimento
causado por eles. Desde entdo foi observada uma reduc@o nos casos de raiva em humanos,
com uma queda de mais de 50% entre 1997 e 2006 comparado com a década anterior (Figura
43). Programas de vacinacdo e controle da raiva em animais domésticos (cées e gatos) foram

0s principais responsaveis pela diminui¢do desses casos, especia mente apds 1993 (Figura 4q).
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Morcegos hemat6fagos ocupam a terceira posicdo na transmissdo de raiva para
humanos, com 134 casos registrados entre 1986 e 2007 (SV'S, 2007) (Figura 4b). Este nimero
atingiu seu apice recentemente, quando em 2004 e 2005 o Brasil presenciou 0 maior surto de
raiva transmitida por morcegos ja registrado no mundo em um periodo curtissimo de tempo
(um més). Em 2004, os casos ocorreram nos municipios de Viseu e Portel no estado do Pard,
distantes 600 km um do outro, onde morreram 21 pessoas (Rosa et al., 2006). Em 2005, outro
foco de raiva humana foi identificado em Godofredo Viana, Candido Mendes, Carutapera e
Turiagu no Maranhdo, também resultando em um numero elevado de 6bitos (19 pessoas)
(SVS, 2005). A partir do surgimento desses surtos de raiva humana provocada por morcegos,
0 Ministério da Salde e a Secretaria de Salde do Estado do Para intensificaram as
investigacdes de atagues por morcegos hematéfagos em humanos no interior do estado,

principalmente em situagdes de suspeitas de transmissdo de raiva.

Cachorro

Morcego

Numero de casos registrados

Figura 4. Nimero de casos registrados de raiva humanos no Brasil entre 1986 e 2006. a) niUmero total de
casos transmitidos; b) ndmero total de casos transmitidos pelos trés principais animais; c) distribuicdo dos
casos de raiva humana nas cinco regides brasileiras. Dados da Secretaria de Vigilancia em Saide (2007).
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Casos de ataques por morcegos hematdfagos em humanos tém sido detectados em
areas mais remotas no Brasil, Belize, Peru e Venezuela (McCarthy, 1989; Lopez et al., 1992;
Schneider et al., 1996; Warner et al., 1999). No Brasil, ataques a seres humanos ndo séo
eventos raros e ainda acontecem em varias regides do norte e nordeste (Schneider et al., 1996;
Gongalves et al., 2002; Uieda et al., 2002; Schneider et al., 2001; Bobrowiec, 2007) (Figura
4c). No municipio de Apora, Bahia, em 1990 foram registrados 32 pessoas atacadas por D.
rotundus, chegando a 308 pessoas em 1991, onde trés morreram por causa da transmissao da
raiva (Gongalves et al., 2002). Os ataques foram concentrados entre fevereiro e abril durante a
estacdo seca. Em Viseu no Parg, 1558 pessoas relataram terem sido mordidas por D. rotundus
diversas vezes navida e outras 838 ja tinham sido mordidas mais de uma vez nos ultimos 12
meses (Rosa et al., 2006).

Em algumas localidades, o aumento de atague em humanos é temporario e ocorre
guando existe uma interrupcéo do tipo de presa habitual de D. rotundus (McCarthy, 1989;
Caraballo, 1996; Warner et al., 1999). Por exemplo, em um vilarejo em Belize, o controle de
uma epidemia de coleraincluiu o exterminio dos porcos, a principa fonte de alimento de D.
rotundus (McCarthy, 1989). Os morcegos passaram entdo a se aimentar de humanos,
principalmente de criangas. O desmatamento seguido da ocupacdo humana pode provocar a
diminuicdo na disponibilidade das presas selvagens para D. rotundus através da presséo de
caca ou simplesmente por afugentar esses animais. Nesta circunstancia, este morcego passa a
se adimentar dos animais de criacdo, domésticos e até mesmo do homem, onde procura abrigo
préximo a sua fonte de alimento, incluindo casas abandonadas, pordes ou qualquer outro local
pouco perturbado, principalmente devido ao seu comportamento mais flexivel comparado aos
outros hemat6fagos (Greenhall, 1988; Delpietro, 2001).

As baixas condic¢Oes socio-econdmicas, habitacionais e de salde implicam em facil
acesso dos morcegos aos seres humanos e seus animais domeésticos. Nestas condicles, as
agressdes humanas por morcegos hematéfagos na regido norte do Brasil sdo freqlentes e
possivelmente ocorrem ha muito tempo. Uieda et al. (2002) acreditam que as interagdes entre
seres humanos e morcegos hematéfagos estejam ocorrendo principalmente em povoados
pequenos e isolados, bem como na periferia de agumas cidades maiores, onde o
desmatamento da floresta € mais recente. Casos como este € observado na periferia de
Manaus, onde a expansdo urbana desordenada acontece nos locais de contato com areas ainda
florestadas. Na zona rural, a introducéo de gado bovino € apontada como a principal causa do
aumento das populagdes de D. rotundus (Greenhall, 1988). Como consequiéncia do aumento

das populagdes de morcegos hemattdfagos, verifica-se um aumento daincidéncia de raiva nos
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morcegos e posteriormente nos animais domésticos e seres humanos (Lord, 1988). 1sso pode
explicar a ocorréncia dos surtos de raiva no Pard e Maranh&o. Schneider et al. (1996, 2001)
verificaram um grande potencial de infecgdo rébica humana na regido amazénica brasileira e
indicaram que o tratamento anti-rébico das pessoas seria 0 modo mais adequado para a
prevencdo desta zoonose. Até o momento ndo foram registrados casos recentes de raiva
humana transmitida por morcegos hematéfagos no estado do Amazonas. No entanto, os
recentes eventos ocorridos na periferia da Amazonia e a alta freqiéncia de registros de
pessoas atacadas por D. rotundus na regido indicam a potencialidade da ocorréncia de novos
surtos desta grave zoonose. Medidas de monitoramento e de prevencdo devem ser, portanto,
tomadas, a fim de se evitar 0 surgimento de novos surtos com significantes perdas de vidas

humanas, como os recentemente ocorridos no leste da Amazonia.
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OBJETIVOS

O habito alimentar de morcegos hematéfagos, em especial de Desmodus rotundus,
tem sido inferido através de observacdes das agressdes em animais de criacdo (Delpietro et
al., 1992; Uieda, 1992, 1993), registro de pessoas atacadas (Schneider et al., 1996, 2001),
dados epidemiolégicos da raiva paralitica dos herbivoros, especialmente sobre focos da
zoonose em locais remotos (Goncalves et al., 2002; Rosa et al., 2006), e preguizos
econémicos causados no gado (Mayen, 2003). Em comum todos estes estudos estdo voltados
para questfes relacionadas a salde publica e 0s riscos que estes morcegos podem causar
guando em contato muito proximo com os seres humanos. Observacdes diretas em condicdes
naturais e em cativeiro sdo Uteis e trazem informacfes a respeito do comportamento de
forrageio dos morcegos (Sazima, 1978; Sazima & Uieda, 1980). Contudo, dados quantitativos
das potenciais presas atacadas por D. rotundus ainda ndo foram acessados em condigoes
naturais. Méodos tradicionais que investigam a dieta de morcegos frugivoros e insetivoros
ndo podem ser aplicados em D. rotundus pois suas amostras fecais ndo possuem partes solidas
que possibilitam identificar a espécie do item ingerido.

Este estudo tem como objetivo principal investigar acomposicdo da dieta alimentar do
morcego hemat6fago Desmodus rotundus na Amazénia brasileira. Por meio de andlise
molecular buscou-se compreender os padrdes de utilizagdo de presas por D. rotundus em
ambientes antrépicos. Os objetivos especificos deste estudo foram:

1) Desenvolver um método molecular com base na técnica de PCR-RFLP para
identificacd@o inequivoca das espécies de presas (galinha, boi, porco, cachorro e seres
humanos) utilizadas na alimentacdo do morcego hemat6fago D. rotundus. Andlises
por PCR-RFLP foram realizadas utilizando o DNA extraido de amostras de sangue
das cinco espécies de presas com o intuito de buscar diferentes padrdes de tamanho de
fragmentos clivados pelas enzimas para cada espécie, o qual permita discriminar as
presas. Apos 0s testes com sangue, este método foi validado usando amostras fecais
do morcego D. rotundus alimentado com sangue destas cinco presas em cativeiro.

2) A partir do desenvolvimento do método molecular de PCR-RFLP para identificacéo
das presas, este estudo teve como proposito caracterizar a dieta de diferentes
populacBes de D. rotundus na Amazonia brasileira. Capturas e coletas de amostras
fecais de D. rotundus foram realizadas em comunidades ribeirinhas localizadas no

médio rio Madeira, rio Aripuand e no lago Ayapua, rio Purus. As analises moleculares
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dessas amostras foram realizadas para identificar as espécies de presas utilizadas, a
freqiiéncia de consumo de cada presa e a preferéncia por tipo de presa por D.

rotundus.
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INTRODUCAO

As interacOes entre presa-predador e seu papel na dindmica dos ecossistemas em que
vivem tem sido o objeto de diversos estudos sobre ecologia animal (Jones & Rydell, 2003).
Da mesma forma, as relacOes entre parasita-hospedeiro vem chamando bastante atencéo
guando adquire grande relevancia epidemioldgica (Brass, 1994; Messenger et al., 2003).
Muitos dos predadores sdo vetores de doencas tropicais como a malaria e a raiva paralitica
dos herbivoros transmitida por morcegos (Dye, 1990; Brass, 1994). O desequilibrio ambiental
tem sido apontado como o principal responsavel para o aumento da disseminacdo dessas
doengas, pois provoca alteragdes populacionais e comportamentais nas relagdes entre presas e
predadores. Em 2004 e 2005, foi registrado o maior surto de raiva humana ocorrido no Brasil
transmitida por morcegos hematéfagos. Tal evento teve repercussdo internacional, sendo
considerado o0 maior do mundo ocorrido em t&o pouco tempo (um més) (Rosa et al., 2006).

Andlises detalhadas da dieta anima sdo fundamentais para estimar as taxas de
predacdo e preferéncia alimentar. Restricdes metodoldgicas tém limitado o conhecimento
sobre a ecologia aimentar dos predadores. Métodos tradicionais amplamente usados para
avaliar a dieta de morcegos sdo baseados na visualizagdo dos restos de animais e sementes
encontrados nas amostras fecais. Entretanto, a mastigagdo e digestdo podem dificultar a
identificagdo dos itens ingeridos. Insetos menores e com exoesqueleto mole sGo mais
triturados pela mastigacdo e podem ser subestimados na andlise da dieta de morcegos
insetivoros (Whitaker, 1988; Kalka & Kako, 2006). Além disso, presas que ndo possuem
exoesquel eto, como lagartas, por exemplo, dificilmente sdo amostradas (Whitaker, 1988). No
caso de animais fugivoros, muitos frutos tém somente a polpa ingerida (Thomas, 1988) ou as
sementes sdo totalmente destruidas (Nogueira & Peracchi, 2003), impossibilitando a
identificagcdo precisa. Esses métodos tradicionais de andlise da dieta ndo podem ser aplicados
satisfatoriamente  em morcegos hematéfagos devido sua aimentagdo ser composta
exclusivamente de sangue.

A gquantificac8o dos ataques de morcegos hematéfagos em geral € feita por meio de
sinais de sangramento nas presas, como no dorso do gado e nas patas de galinhas, ou pelo
registro de animais mortos. Esses sinais podem ser pouco visivels e desaparecem facilmente
em periodos chuvosos ou sdo facilmente encobertos por sujeira e nas galinhas pelas suas
penas. A utilizacdo de métodos alternativos para verificagdo da composicéo da dieta em

morcegos hemat6fagos como por exemplo isdtopos estavels s8o menos especificos e ndo
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apresentam uma resolucdo taxondmica e quantitativa dos itens ingeridos (Herrera et al., 2002;
Voigt & Kelm, 2006).

Nas Ultimas duas décadas, avancos na biologia molecular tém permitido empregar
técnicas baseadas no DNA presente nas fezes para acessar a identidade tanto do predador
quanto das presas em estudos de distribuicdo geogréfica, estrutura populacional e dieta
(Farrell et al., 2000; Adams et al., 2003; Dallas et al., 2003). Analises viareagdo em cadeiada
polimerase (PCR) permitem amplificar fragmentos de DNA mesmo pequenos, gerados em
funcdo da passagem do aimento pelo trato digestivo dos predadores (Symondson, 2002;
Sheppard et al., 2005). Assim, métodos mol eculares com base na andlise de DNA tém tornado
as amostras fecais um valioso recurso para andise de hébitos aimentares e da interacéo
predador-presa (Zaidi et al., 1999; Morin et al., 2001; Agusti et al., 2005). A coleta de
material ndo invasivo também evita os riscos de lesdes causados durante a captura do animal,
especia mente os ameacados (Kohn & Wayne, 1997; Hung et al., 2004).

Diversos marcadores moleculares tém sido utilizados em estudos sobre a identificaggo
das presas do contetido estomacal do predador, principalmente em estudos sobre a dieta de
invertebrados terrestres (Agusti et al., 2005; Juen & Traugott, 2007; Gariepy et al., 2007).
Dentre os métodos moleculares disponiveis destaca-se a técnica de PCR-RFLP (Reacdo em
Cadeia da Polimerase e Andise de Polimorfismo em Fragmentos de Restricdo), que consiste
na amplificacdo via PCR de uma regido especifica do genoma e subseqiente clivagem do
fragmento de DNA amplificado por enzimas de restricdo (Dowling et al., 1990; Arias &
Infante-Malachias, 2001). Este é considerado um método rapido, preciso e econdmico para a
diferenciacéo de espécies (Evans et al., 1998; Wagener et al., 2004; Oshaghi et al., 2006). Sua
aplicacdo também tem sido amplamente empregada em andlise forense, como por exemplo,
na autenticacdo de produtos alimentares de origem animal como carnes e peixes (Russel et al.,
2000; Partis et al., 2000; Bellagamba et al., 2001). Em estudos de entomologia aplicada,
PCR-FRLP pode identificar os potenciais reservatérios de doengas usados por insetos
hematofagos (Steuber et al., 2005; Oshaghi et al., 2006) e a contribuicdo de insetos no
controle de pragas (Wagener et al., 2004). Outra aplicacdo desta técnica relaciona-se a
estudos de caracterizacdo populacional, possibilitando distinguir espécies distribuidas em
grandes areas (Evans et al., 1998; Adams et al., 2003).

Até o presente, nenhuma técnica molecular foi desenvolvida para estudos da ecologia
alimentar de morcegos. A despeito do habito aimentar dos morcegos hematéfagos e sua
importancia na transmisséo da raiva, pouco se conhece a respeito da dieta desses morcegos

em condigdes naturais.
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Neste estudo foi desenvolvido um método para identificar as espécies de presas
atacadas pelo morcego hemat6fago Desmodus rotundus utilizando-se a técnica PCR-RFLP.
Os objetivos especificos do estudo consistiram em: (1) Desenvolver método molecular com
base na técnica PCR-RFLP para identificacdo inequivoca das cinco espécies de presas
(galinha, boi, porco, cachorro e seres humanos) preferencialmente atacadas por D. rotundus
em comunidades do interior da Amazonia brasileira, utilizando-se inicialmente DNA extraido
de amostras de sangue destas espécies, (2) Validar experimentalmente o método desenvolvido
utilizando como fonte de DNA, amostras fecais coletadas de individuos de D. rotundus
mantidos em cativeiro e alimentados com sangue das cinco espécies de presas testadas, de
forma a disponibilizar um método ndo-invasivo e eficiente para a identificacéo e
diferenciac@o dos recursos alimentares utilizados por D. rotundus em condicBes naturais.
Espera-se que os resultados alcancados tenham aplicagdo em programas de controle de

morcegos hemat6fagos e contribuam para estudos sobre a ecologia alimentar desses animais.
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MATERIAL E METODOS

Captura e manutencdo dos mor cegos em cativeiro

Individuos de ambos os sexos de D. rotundus foram capturados com redes mist-net
junto a pocilga da Fazenda Experimental da Universidade Federa do Amazonas e
transportados para o cativeiro no dia seguinte (Figuras 1a e 1b). As gaiolas foram construidas
nas dimensdes de 0,6 x 0,6 x 1,0 m, com armacéo de ferro galvanizado e tela de arame %
polegada, na qual um dos lados foi colocado uma placa de vidro de 6 mm transparente para
melhor observagéo do comportamento dos animais. As gaiolas foram mantidas dentro de um
viveiro de 2,0 x 2,0 x 2,0 m cercado com tela, em um local de mata sombreado no Bosque da
Ciénciado Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, longe do transito de pessoas (Figura
24d). O viveiro foi construido de modo a proteger os morcegos contra a entrada de predadores
COmo gatos e mucuras.

Para diminuir o estresse causado aos morcegos pela condicdo de cativeiro, um
importante fator considerado foi 0 isolamento dos animais de forma a permitir o minimo de
contato visual possivel com pessoas em movimento dentro do viveiro. Para isso, dois lados e
0 tergo superior das gaiolas foram revestidos com lona preta (Figura 2b) e dentro de cada
gaiolafoi colocado uma pequena caixa de madeira para servir de dormitério para 0 morcego
(Figura 2c). Os morcegos permaneceram dentro dos dormitérios durante o dia todo e parte da
noite, quando ndo estavam se alimentando, provavelmente por ser o local mais protegido da
gaiola (Figura 2d). O chdo do viveiro foi umedecido durante os periodos mais secos. Os
morcegos foram mantidos individualmente por gaiola evitando, dessa forma, a mistura e
contaminacdo de amostras fecais entre individuos (Figura 2d). Visando facilitar a adaptacéo
dos morcegos as condic¢des de cativeiro, durante os primeiros trés dias de cativeiro os mesmos
foram alimentados diretamente de galinhas vivas, colocadas dentro das gaiolas (Figura 3a).

Para a redlizacdo dos experimentos os morcegos foram alimentados com sangue
humano, de animais domésticos e de criacdo, com base em informagdes sobre espécies
preferencialmente atacadas por D. rotundus em comunidades ribeirinhas na regido
Amazbnica, por ordem: galinha (Gallus gallus (Linnaeus, 1758)), cachorro (Canis familiaris
Linnaeus, 1758), homem (Homo sapiens Linnaeus, 1758), porco (Sus scrofa Linnaeus, 1758)

e boi (Bostaurus Linnaeus, 1758) (W. Uieda, comunicagdo pessoal ).
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O sangue de boi foi coletado de animais abatidos em matadouros legalizados situados
na regido de Manaus, AM. O sangue de porcos foi coletado de animais, previamente
anestesiados, mantidos na Escola Agrotécnica Federal de Manaus, AM. A coleta do sangue de
cachorro ocorreu em cooperacdo com o Centro de Controle de Zoonoses de Manaus, que fez a
captura dos animais. Os cachorros (trés individuos) foram transferidos para uma clinica
veterindria e anestesiados para a retirada do sangue. Apés a coleta os animais foram
sacrificados. O sangue humano foi obtido na Fundagdo de Hematologia e Hematoterapia do
Amazonas (HEMOAM) em Manaus, através de um acordo de cooperacdo cientifica
(Protocolo nimero 1059) firmado entre a Fundacdo HEMOAM e o INPA para o projeto em
guestdo. Por questdes éticas, informacdes sobre os doadores ndo foram fornecidas. Para
alimentacdo dos morcegos com sangue de galinha foram disponibilizados animais vivos, as
guais foram mantidas dentro das gaiolas. Desta forma 0os morcegos puderam alimentar-se
atacando diretamente as presas no cativeiro (Figura 3a).

A forma de armazenamento do sangue coletado variou para as diferentes presas
analisadas. O sangue de boi foi misturado com anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino
tetra-acético; uso: 12 ml de EDTA por litro de sangue) durante a coleta, armazenado em cubas
de gelo e congelado em freezer —20 °C. Para nd0 perder suas propriedades nutricionais, o
sangue ficou congelado por no maximo duas semanas, quando entdo era descartado e reposto
por sangue novo. As amostras de sangue coletadas de porco, humano e cachorro foram
armazenadas em bolsas de coleta de sangue humano fornecidas pelo HEMOAM. Cada bolsa
conteve o anticoagulante CPDA1 (citrato fosfato dextrose adeninal; uso: 0,14 ml de CPDA1
por mililitro de sangue) e foram armazenadas em geladeira a -4 °C. Os anticoagulantes
utilizados no armazenamento das amostras de sangue, a principio, ndo influenciaram no
comportamento alimentar dos morcegos, 0s quais alimentaram-se normalmente de todos os
tipos de sangue of erecido.

Os morcegos foram alimentados diariamente por volta das 19:00 h, com 30 ml de
sangue de uma Unica espécie de presa colocado em bebedouros para beija-flor (Figuras 3b e
3d). As amostras de sangue congelado, utilizadas para aimentagdo dos morcegos, eram
retiradas diariamente do freezer e mantidas a temperatura ambiente por uma hora para o

completo descongelamento antes de serem oferecidas aos animais.
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Coleta das amostras fecais

Durante dez dias, cada morcego em cativeiro foi alimentado com o sangue de um
anico tipo de presa, visando obter conteido especifico da dieta nas fezes. Como 0s morcegos
permaneciam grande parte do tempo dentro da caixa de madeira, um coletor de fezes foi
colocado abaixo desse abrigo (Figura 3c), garantindo a coleta das amostras de fezes por dia de
alimentac&o. Os coletores foram revestidos com lona esterilizada em dlcool a qual eratrocada
diariamente. As gaiolas eram checadas rotineiramente no dia seguinte apds a alimentagéo,
paraa coleta das fezes.

As amostras de fezes provenientes de um Unico morcego, resultantes de uma sessdo
diaria de alimentac&o, eram col etadas e acondicionadas em um microtubo tipo eppendorf de 2
ml contendo silica gel. Ap6s as coletas os tubos contendo as fezes foram imediatamente
congelados em freezer —20 °C. Nos casos em que as fezes estavam aquosas e/ou misturadas
com urina dos morcegos, um papel de filtro descartédvel foi usado para absor¢do do liquido,
antes de serem acondicionadas nos tubos.

Visando detectar possivels variaces individuais com relacdo a acdo do trato digestivo
do morcego na qualidade do DNA, foram utilizados cinco individuos de D. rotundus no
experimento, para cada tipo de sangue de presa testada. Considerou-se como unidade
amostral, o conjunto de todas as fezes encontradas no coletor de cada morcego, por dia de
alimentacéo (Figura 3c). Somente ap0s trés dias de alimentacdo com o sangue de um Unico
tipo de presa, as amostras comegaram a ser coletadas para as andlises, procurando evitar a
possibilidade de mistura de sangue de diferentes espécies de presas no trato digestivo do

morcego.

Extracdo do DNA

O DNA genbmico total foi extraido das amostras fecais (n=190 amostras) dos
morcegos mantidos em cativeiro e de amostras de sangue (n=6 por espécie) das mesmas
espécies de presas utilizadas para alimentar os morcegos. Para a extragdo do DNA utilizou-se
0 método de Doyle & Doyle (1987) com algumas modificacfes. Foram utilizadas entre 30 e
90 mg de fezes ou 150 pl de sangue, nos quais acrescentou-se 500 pl de tampé&o de extracdo
CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 0,02 M, TrissHCI 0,1 mM,
pH8,0) com proteinase K (10 mg/ml). Em seguida as amostras foram maceradas em um
disruptor de células (Fast Prep FP120, Thermo) por 20 seg.
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Apds a maceragdo, as amostras foram incubadas em banho-maria a 60 °C por 30 min.
O material foi misturado com 1 ml de cloroférmio e centrifugado por 10 min a 13000 rpm. A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo, misturada com 750 pl de isopropanaol frio e
colocada a—20 °C por uma hora para a precipitagdo do DNA. Apds centrifugacdo por 30 min
a 13000 rpm o sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado foi lavado uma vez com
etanol 70% e novamente centrifugado por 20 min a 13000 rpm. O DNA precipitado foi seco,
ressuspendido em 50 pl de tampd TE (TrissHCI 10 mM, EDTA 0,5 mM, pH 8,0) com
RNAse (10 pg/ml) e incubado em banho-maria por 30 min. As amostras de DNA extraido
foram armazenadas em freezer a—20 °C.

A quantificacdo e avaiacdo da qualidade do DNA extraido foram feitas por
comparacdo com padrdes de peso molecular conhecido (fago Lambda, Invitrogen), por meio
de eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, em tampédo 1X de
TBE (Tris 1mM, &cido boérico 1 mM, EDTA 20 mM, MgCl,, H,0) a 100 V. Posteriormente o
gel foi visualizado em um transluminador sob luz ultra-violeta (TFX-20.M Vilber Loumat) e

fotodocumentado.

Amplificacdo do DNA

Para a amplificagdo do DNA extraido, tanto das fezes dos morcegos quanto do sangue
das presas, foi utilizado um par de primers que amplifica uma regido do gene mitocondrial
citocromo b (cyt-b dagqui por diante) de diversas espécies de mamiferos (Kocher et al., 1989).
Os primers usados na PCR foram o L14841 (forward 5'- AAA AAG CTT CCA TCC AAC
ATC TCA GCA TGA TGA AA -3) e o H15149 (reverse 5'- AAA CTG CAG CCC CTC
AGA ATG ATA TTT GTC CTC A -3). Estes primers amplificam fragmentos de DNA de
tamanho pequeno, com aproximadamente 360 pb, possibilitando seu uso a partir de DNA
possivelmente degradado na passagem pelo trato digestivo do morcego (Farrell et al., 2000;
Oshaghi et al., 2006).

As amplificagbes do DNA foram feitas via reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em
volume final de 20 pl contendo tamp&o 10 10X (Tris-HCl 100 mM pH 8,4, 500 mM KClI, 1%
Triton X-100), 50 mM MgCl,, 2,5 mM de dNTP, 2,5 ng/ul de sero-albuminabovina (BSA), 2
mM de cada primer (fabricante), 2,5 U de Taq DNA polimerase (Phoneutria Biotecnologia) e
5,0 ng de DNA. A reacdo de PCR foi realizada em um termociclador PTC-200 (MJ Research)
nas seguintes condigdes: desnaturacdo inicial a 94 °C por 4 min, 30 ciclos com os passos (1)

45 segs a 92 °C, (2) anelamento a 56 °C por 30 segs, (3) extensdo a 72 °C por 1:30 min, e uma
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etapafinal de extensdo a 72 °C por 10 min. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etidio, sob luz ultravioleta, apds eletroforesea80 V. Os
produtos amplificados foram quantificados utilizando marcador ladder 1 Kb plus,
(Invitrogen). Controles positivo, contendo DNA extraido do sangue das presas testadas, e
negativo (&gua destilada no lugar do DNA) foram incluidos em cada sessdo de amplificacéo
das amostras de fezes.

Sequienciamento do DNA do sangue das presas e das fezes dos mor cegos

Buscando confirmar a origem do DNA amplificado, se das presas ou eventual mente de
D. rotundus, uma vez que as amostras de fezes coletadas poderiam conter também tecido do
trato digestivo do morcego, foi realizado o seqlienciamento direto dos produtos da PCR. Para
isto foram sequienciados fragmentos amplificados a partir do DNA obtido de duas amostras de
sangue de cada espécie de presa andisada, bem como de duas amostras de fezes dos
morcegos que foram previamente alimentados com sangue de cada espécie de presa,
conforme descrito anteriormente.

Os produtos da PCR foram purificados por meio da acéo das enzimas Exonuclease | e
Shrimp Alkaline Phosphatase utilizando o Kit ExoSAP-IT (USB Coorporation) de acordo
com o protocolo fornecido pelo fabricante. Em seguida, a reagdo de seqlenciamento foi
preparada em um volume final de 10 pl contendo 1,5 pl de um dos primers na concentragdo 2
mM, 2 pl de Big Dye Ill (Applied Biosystems), 2 uL de tampdo 5X para sequienciamento
(Applied Biosystems), 2 pl de PCR purificado e 2,5 pl de &gua ultra-pura. Em seguida as
reacOes de sequenciamento foram purificadas utilizando-se solugdo de acetato de sodio e
EDTA (1,5M acetato de sédio, 250 mM EDTA, pH > 8,0) e etanol a 95% e 70%.

Apls a secagem, os produtos contendo a reagdo de seqUenciamento foram re-
suspendidos em tamp&o de carregamento composto por quatro partes de formamida para uma
parte de azul dextran, desnaturados a 95 °C por 2 min e analisados sob eletroforese em gel de
poliacrilaminda 5% em um Seqlenciador Automético de DNA ABI 377 (Applied
Biosystems). Os produtos da PCR foram sequienciados nos dois sentidos forward e reverse.

As sequéncias foram editadas manuamente no programa ChromasPro versdo 1.34
(Technelysium Pty Ltd). Apos edicdo, as segiiéncias obtidas nos dois sentidos, forward e
reverse, foram alinhadas de forma a obter a seqléncia consenso. Para ta utilizou-se o
programa BioEdit versdo 7.0.5.3 (Hall 1999). Dessa forma as seqiiéncias consenso obtidas das

amostras analisadas foram comparados com seqiiéncias do gene cyt-b, de diferentes espécies
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de vertebrados, disponiveis no banco de dados do National Centre of Biotechnology
Information (NCBI) utilizando-se a ferramenta BLAST (nucleotide BLAST). Dessa forma foi
possivel determinar a identificacdo especifica do DNA presente tanto nas amostras de sangue

guanto das fezes.

Analise PCR-RFLP - ldentificacdo prévia dos sitios de clivagem e escolha das enzimas
derestricdo

A partir da andlise das seqiéncias dos fragmentos de DNA (~360 pb) obtidos de
amostras do sangue das presas e do morcego, procedeu-se a identificacéo e localizagdo dos
sitios de restricéo reconhecidos por diferentes enzimas. Tal andlise foi realizada utilizando-se
o programa NEB Cutter versdo 2.0 (Vincze et al., 2003). O programa permitiu selecionar
enzimas de restricdo capazes de diferenciar as cinco espécies de presas, bem como D.
rotundus da seguinte forma: (1) Inicialmente foi escolhida uma Unica enzima que clivasse o
DNA das espécies de modo a formar grupos diferenciados com base nos tamanhos dos
fragmentos gerados pela restricdo; (2) Em uma segunda etapa procedeu-se a escolha de
enzimas capazes de distinguir fragmentos especificos diferenciando assim cada uma das cinco
espécies de presas e do morcego (D. rotundus).

Com o intuito de averiguar a possibilidade das enzimas de restricdo selecionadas
clivarem o DNA de animais selvagens em um padréo semelhante ao observado nas cinco
espécies de presas domésticas testadas, seqiéncias do DNA de diversas espécies de
mamiferos e aves selvagens, possivelmente atacadas por D. rotundus em condicfes naturais,
foram checadas quanto a0 padrdo do tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas
selecionadas. Para isto, seqiéncias homologas do cyt-b desses animais selvagens depositadas
no GenBank foram usadas no programa NEB Cutter v2.0 e o tamanho dos fragmentos
clivados pelas enzimas selecionadas foi estimado. Os perfis de restricdo gerados nessa
simulacdo foram entdo comparados com os fragmentos observados para as cinco espécies
domesti cas testadas.

Andlise PCR- RFLP —Protocolo

A digestdo dos produtos de PCR foi preparada em um volume final de 10 ou 13 ul,

combinando cinco ou nove ul de produto de PCR, dependendo da quantidade do produto



amplificado, 10U de enzima e 2 pl do tampédo de digestdo 10X fornecido pelo fabricante.
Com base na andlise dos sitios de clivagem descrita na secdo anterior foram selecionadas
cinco enzimas de restricdo para 0 estudo: Hae Il (isolado da bactéria Haemophilus
aegypticus), Rsa | (isolado da bactéria Rhodopseudomonas sphaeroides), Xho | (isolado da
bactéria Xanthomonas campestris), Bmg Bl (isolado da bactéria Bacillus megaterium) e Taq |
(isolado da bactéria Termus aquaticus). As reagdes de digestdo foram incubadas por 4 h a 37
°C para as enzimas Hae I, Rsa |, Xho | e Bmg Bl e 65 °C para Taq | de acordo com as
recomendacOes do fabricante (Invitrogen). A verificagdo da clivagem foi feita em gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio sob eetroforese (tamp&o TBE 1X) a 60 V e
posterior visualizacdo em transiluminador sob luz ultravioleta. Os tamanhos dos fragmentos
oriundos da digestdo foram estimados utilizando-se marcador ladder 50 pb (GibcoBRL).

Para averiguar a qualidade e especificidade do processo de clivagem, os tamanhos dos
fragmentos gerados a partir da agdo das enzimas de restri¢do, tanto dos produtos amplificados
do DNA das amostras de sangue quanto do DNA das fezes, foram comparados aos dos
fragmentos estimados a partir da andlise das amostras seqlienciadas feita no programa NEB
Cutter v2.0.
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RESULTADOS

Extracdo e amplificacdo do DNA

O protocolo CTAB modificado utilizado no presente estudo mostrou-se eficiente na
extracdo de DNA tanto de amostras de sangue das presas quanto das fezes de D. rotundus. A
figura4 mostra géis de quantificacdo do DNA extraido de ambas amostras (sangue e fezes) os
guais evidenciam a boa qualidade e quantidade do DNA extraido.

A amplificacdo do DNA extraido das amostras de sangue das presas possibilitou
acessar, para as cinco especies andisadas, um fragmento de aproximadamente 380 pb,
utilizando o mesmo par de primers que amplifica regido do gene cyt-b do DNA mitocondrial
de vertebrados. Um fragmento adicional de aproximadamente 600 pb foi amplificado do DNA
de sangue de cachorro (Figura5).

Analise dos fragmentos amplificados - Sequienciamento do DNA

O tamanho dos fragmentos sequienciados variou de 340 pb em galinha a 352 pb em
porco. A andlise das sequéncias da regido do gene cyt-b, obtidas a partir de DNA extraido
tanto de amostras de sangue das presas como das fezes dos morcegos, mostrou tota
semelhanca (100% de sobreposicéo) com as sequéncias correspondentes a esta mesma regido
do genoma mitocondrial para as espécies de presas anaisadas, com base nos dados
disponiveis no banco de dados do GenBank. Ou sgja, houve total correspondéncia em relacéo
as sequéncias obtidas de cada espécie de presas, com as seqUéncias dessas espécies
depositadas no GenBank. A andlise das sequiéncias obtidas dos fragmentos amplificados a
partir do DNA obtido das fezes ndo evidenciou qualquer semelhanga com as sequéncias
disponiveis no GeneBank do morcego D. rotundus, eliminando dessa forma qualquer

possibilidade de co-amplificacdo do DNA das presas e do morcego, oriundo das fezes.
Analise PCR-RFLP a partir do DNA obtido de amostras de sangue
A andlise das seguiéncias da regido do cyt-b (~360 pb), disponiveis no banco de dados

do GenBank, para as cinco espécies de presas possibilitou localizar os sitios de clivagem das

enzimas e estimar os tamanhos esperados dos fragmentos por meio do programa NEB Cutter
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v2.0. No total foram selecionadas cinco enzimas de restricdo (Hae lll, Rsa |, Xho I, Bmg Bl e
Taq 1), as quais, em combinagcdo, possibilitaram distinguir as cinco espécies de presas
utilizadas por D. rotundus na Amazbnia brasileira, bem como o préprio morcego,
considerando-se os padrdes de clivagem da regido analisada do gene cyt-b. A tabela 1 mostra
os sitios de clivagem das enzimas selecionadas e os tamanhos esperados dos fragmentos com
base na ac&o das enzimas para a regido analisada do gene cyt-b de cada espécie de presa.

A enzimaHae Il foi aenzima escolhida para utilizac&o inicial umavez que elaclivao
fragmento amplificado (~360 pb) de todas as presas, bem como de D. rotundus. As outras
enzimas utilizadas foram: Rsa | (sitio de corte especifico para galinha, cachorro, e D.
rotundus), Xho | (especifica para humano), Bmg Bl (especifica para boi) e Taq | (especifica
para humano e porco). O fluxograma da figura 6 mostra a sequéncia das etapas de uso das
enzimas de restricdo selecionadas para a diferenciacdo das cinco espécies de presas
preferencialmente atacadas pelo morcego hemat6fago D. rotundus na Amazonia brasileira. A
figura 6 mostra ainda as estimativas dos tamanhos esperados dos fragmentos obtidos pela
clivagem de produto de PCR (~360 pb) do gene mitocondria cyt-b pelas enzimas
selecionadas, nas diferentes espécies. Este procedimento possibilitou a identificacdo segura e
claradas cinco espécies de presa, com base na utilizacdo de apenas duas enzimas por espécie.

A qualidade dos produtos da PCR, avaliado pela quantidade e integridade dos
produtos amplificados, foi considerada suficiente e adequada para a realizagdo dos testes de
restricao, para amostras de DNA extraido de sangue (Figura 5). A clivagem dos produtos da
PCR, obtidos a partir do DNA extraido de seis amostras do sangue de trés espécies de presas
(galinha, porco e humano), pela enzima Hae 111 mostrou um padr&o de restri¢éo diferenciado
daguel e esperado pela andlise dos sitios de clivagem das sequiéncias do GenBank (Figura 7).
Na realidade os tamanhos dos fragmentos encontrados, apos a clivagem dos produtos da PCR
pela enzima Hae 11, para estas espécies, foram um pouco maior que os tamanhos esperados
dos fragmentos pela andlise das seqiéncias no GenBank. Para cachorro, espécie que
apresentou dois produtos de amplificagcdo apds a PCR, os fragmentos oriundos da clivagem
por Hae Ill, de aproximadamente 275 e 84 pb também ndo corresponderam ao padréo
esperado pela andlise das seqiiéncias no Genbank (232 e 127 pb) (Figura 7). Ja os produtos
obtidos, oriundos da clivagem pela mesma enzima (Hae 111), foram semelhantes ao esperado
de 284 e 75 pb para boi (Figura 7) e 266, 56 e 37 para 0 morcego D. rotundus, pela andlise
dos sitios de clivagem das sequiéncias depositadas no GenBank.

A andlise dos fragmentos obtidos pela clivagem dos produtos da PCR, utilizando a

enzima Hae Ill, mostrou padrdes distintos de restricdo entre as espécies de presss,
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evidenciando fragmentos de diferentes tamanhos para boi, humano e cachorro, possibilitando
dessa forma a diferenciagdo dessas espécies (Figura 8). Galinha e porco apresentaram 0
mesmo padréo de restricdo pela acdo da enzima Hae |11, ou sgja fragmentos de tamanhos
semelhantes, no entanto ainda assim foi possivel diferencialos das outras trés espécies de
presas (Figura 8). O padréo de clivagem do produto amplificado a partir do DNA do morcego
D. rotundus por Hae |1 foi totalmente diferenciado dos padrdes encontrados para as espécies
de presas (Figura 4), descartando desta forma a possibilidade de confusdo entre as espécies de
presas e D. rotundus, em caso de amplificagdo mista de DNA das presas e do morcego, obtido
de amostras de fezes (Figura 8).

Visando a identificagdo inequivoca das espécies das presas pelo método PCR-RFLP
procedeu-se a andlise de mais uma enzima de restricdo, que em combinacdo com Hae |11
propiciou a identificacdo especifica de cada uma das cinco espécies de presas. Como
explicado anteriormente, a escolha das enzimas foi feita utilizando-se o programa NEB Cutter
v2.0. Nesta segunda etapa, quatro enzimas (Rsa |, Xho |, Bmg BI, Taq I), foram utilizadas
paradiferenciar as cinco espécies de presas.

Os padrdes de restricdo observados pela agdo da enzima Rsa | permitiu diferenciar as
espécies galinha, cachorro e D. rotundus (Figura 8). A clivagem dos produtos da PCR por Rsa
| resultou em fragmentos com tamanhos de 283, 42 e 34 pb para cachorro, os quais foram
maiores que os fragmentos encontrados para galinha (Figura 9) e menores que em D. rotundus
(Figura 8). Nenhum sitio de restricdo da Rsa | foi identificado nas sequéncias do DNA
analisado de boi, porco e humano (Figura 8).

As enzimas Xho | e Bmg Bl foram espécie-especificas para humano e boi,
respectivamente, ndo clivando o DNA das outras espécies de presas e de D. rotundus (Figura
8). O padrdo de clivagem encontrado pela acéo de Xho I, evidenciou fragmentos de 215 e 144
pb em humanos, conforme esperado (Figura 9). A enzima Bmg Bl clivou o DNA amplificado
de boi em dois fragmentos de 219 e 140 pb (Figura 9), os quais correspondem aos tamanhos
esperados pela andlise realizada no NEB Cutter v2.0 para esta espécie.

A enzima Taq | clivou o DNA amplificado a partir de amostras de sangue de porco e
de humano. A Tag | clivou 0 DNA dessas espécies gerando dois fragmentos de
aproximadamente 210 e 150 pb (Figura 9).

Os resultados mostram que das quatro enzimas utilizadas na segunda etapa de
desenvolvimento do método, visando a confirmacéo das espécies, a enzima Rsa | possibilitou
diferenciar entre galinha, cachorro e D. rotundus; Bmg Bl confirmou boi; Tag | confirmou a

identificagéo de porco e Xho I, bem como Taq |, possibilitaram confirmar a identificagdo de
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humanos. Ressdta-se que a andise final para a determinacdo do método considerou a
combinac&o dos resultados obtidos na utilizagdo da enzima Hae |11 e os dados obtidos com a
clivagem de uma segunda enzima para a confirmagao inequivoca da espécie.

Nas tabelas 2 e 3 so apresentadas as espécies de mamiferos (n=17) e aves (n=19)
selvagens que podem ser atacadas por D. rotundus na Amazonia brasileira. As seqiiéncias do
cyt-b depositadas no GenBank para essas espécies, correspondente a mesma regido do
genoma mitocondrial amplificada no presente estudo, foram comparadas as sequéncias de
DNA das cinco espécies de vertebrados domeésticos testadas aqui. Uma simulagéo de
clivagem realizada nestas sequiéncias, por meio do programa NEB Cutter v.2.0, mostrou que o
fragmento de DNA de interesse pode ser clivado para todas as espécies selvagens aqui
investigadas, por pelo menos umas das enzimas usadas no estudo (Tabelas 2 e 3). No entanto,
todos os fragmentos esperados do processo de clivagem possuem tamanhos diferenciados
dagueles encontrados para as cinco espécies de presas domésticas testadas, impossibilitando

qualquer confusdo da identificacédo das presas domésticas.

Analise por PCR-RFLP a partir do DNA obtido de fezes dos mor cegos

Os produtos da PCR oriundos da amplificagdo do DNA obtido de amostras de fezes
dos morcegos alimentados em cativeiro, com sangue das presas, foram submetidos a clivagem
por enzimas de restricdo, conforme procedimento descrito anteriormente na analise PCR-
RFLP a partir de DNA obtido de amostras de sangue. O DNA gendmico total foi extraido de
190 amostras de fezes (média = 48 amostras por espécie de presa). O DNA extraido das
amostras de fezes apresentou boa qualidade e quantidade sendo que a concentracdo final do
DNA variou de 5 a 300 ng/ul (média= 95,5 ng/ul) (Figura 4). Para as amplificacGes por PCR
e andlise RFLP foram utilizadas 20 amostras de DNA obtido de fezes para cada espécie de
presa. Nesta etapa foram escolhidas, dentre as 190 amostras de DNA disponiveis, aquelas que
apresentaram maior concentracdo, distribuidas igualmente entre os individuos de D. rotundus
utilizados no experimento de cativeiro.

A partir do DNA das 100 amostras selecionadas (20 amostras/presa), foi possivel
amplificar o fragmento de 380 pb do gene mitocondrial cyt-b para 99 amostras (Figura 10).
N&o foi possivel amplificar o DNA obtido de apenas uma das amostras de fezes de gainha
Nenhuma das 20 amostras de fezes dos morcegos aimentados com sangue de cachorro
amplificou o fragmento de 600 pb, como observado na amplificagdo do DNA extraido do

sangue desta presa. O sucesso de amplificagdo das amostras de fezes foi menor comparado
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com as amostras de sangue. A reacdo da PCR de 25 amostras de fezes teve que ser repetida
até cinco vezes para obter um produto de amplificacdo de boa qualidade necesséria para as
andlises pelas enzimas de restricdo, enquanto que todas as amostras de sangue tiveram um
bom produto da PCR com apenas uma reacdo por amostra. As amostras de DNA provenientes
das fezes de cachorro foram as mais problematicas, sendo necess&rias 41 reagOes de
amplificagdes para que todas as 20 amostras acancassem quantidade adequada de produto
amplificado para serem submetidas a clivagem pelas enzimas de restricdo. Em cada uma das
repeticoes da reacdo da PCR das amostras de fezes foram realizadas alteragdes no protocolo
de amplificagdo. Tais alteragdes consistiram em aumentar a quantidade de DNA e de BSA de
5,0 ng para 7,5 ng. Além disso, o nimero dos ciclos da reacéo da PCR no termociclador subiu
de 30 para 35 ciclos. Em poucos casos a reacdo da PCR foi realizada com 40 ciclos. Essas
alteracOes no protocolo da reagdo da PCR permitiram obter amplificaces de boa qualidade
das amostras de fezes. Por causa das repeticdes das amplificagdes, um total de 150 reacfes da
PCR foi realizado para que as 99 amostras fecai s fossem clivadas pelas enzimas.

A andlise comparativa dos perfis de restricdo observados pela acdo das enzimas
utilizadas mostrou semelhanca tanto para os produtos obtidos do DNA extraido das amostras
de sangue quanto das fezes (Figuras 11 e 12), confirmando a presenca do DNA das presas nas
fezes do morcego, seu isolamento e posterior identificacdo pela técnica PCR-RFLP. A
clivagem pela enzima Hae |11 do produto da PCR de algumas amostras de fezes dos morcegos
alimentados com sangue de boi e cachorro produziu fragmentos de tamanho idéntico ao
obtidos da clivagem do DNA amplificado das amostras de sangue dessas presas e também do
morcego D. rotundus, indicando que em algumas amostras de fezes 0 DNA do morcego
também pode ser extraido, amplificado e clivado. Contudo, os fragmentos correspondentes a
clivagem do DNA amplificado do morcego sempre tiveram intensidade de brilho mais fraco

no gel de agarose, ndo confundindo aidentificagdo das presas.
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou a aplicabilidade da técnica PCR-RFLP para identificar
com precisdo as cinco espécies de presas preferencialmente utilizadas na aimentagdo do
morcego hematéfago D. rotundus na Amazonia brasileira. Esta técnica também tem sido
usada como um método valioso na determinacdo da preferéncia aimentar de insetos
hemat6fagos, evidenciando as espécies de presas atacadas (Steuber et al., 2005; Oshaghi et
al., 2006). Em insetos hematéfagos como Anopheles stephensi (Diptera: Culicidae)
transmissor da maléria, andises por PCR-RFLP a partir de material do estbmago do inseto,
possibilitaram distinguir 0 sangue humano de outras espécies de mamiferos e galinha
(Oshaghi et al., 2006), contribuindo dessa forma para o conhecimento acerca dos principais
animais que atuam como reservatdrios da doenca e a sua importancia na dinamica de
transmissdo da maléria para o homem.

Outros estudos tém utilizado a técnica de PCR-RFLP para a identificacdo de
vertebrados, a partir da analise de material ndo-invasivo como fezes (Mills et al., 2000; Ridlle
et al., 2003; Nagata et al., 2005; Livia et al., 2007). Por exemplo, Bidlack et al. (2007)
diferenciaram sete espécies de carnivoros (Canis latrans, Vulpes vulpes (Linnaeus, 1758),
Urocyon cinereoargenteus (Schreber, 1775), Lynx rufus (Schreber, 1777), Puma concolor,
Procyon lotor (Linnaeus, 1758) e Mephitis mephitis (Schreber, 1776)) utilizaram trés enzimas
de restricdo (Hpa |1, Dde | e Hpy CH4V), que clivaram um fragmento de 196 pb do gene
mitocondrial cyt-b amplificado do DNA extraido de amostras fecais desses mamiferos de
forma a obter perfis de restricéo diferente para estas espécies.

O estudo aqui apresentado sobre a caracterizagcdo da dieta de D. rotundus € inédito no
sentido de ser o primeiro a propor a utilizagdo de uma técnica molecular que possibilita a
identificacdo inequivoca de vérias espécies de presas utilizadas por D. rotundus em sua
alimentacdo. Do nosso conhecimento, até 0 presente 0 Unico estudo comparavel ao agui
apresentado foi o realizado por Carter et al. (2006), no qual amplificaram um fragmento do
genoma nuclear (RAG-1), a partir de DNA extraido das fezes do morcego hematéfago
Diaemus youngi criado em cativeiro. Posteriormente, a identificacdo da espécie de presa
(galinha) utilizada pelo morcego foi adquirida por meio de sequienciamento direto do DNA.

| sGtopos estaveis também foram utilizados para investigar a preferéncia alimentar de
D. rotundus, buscando diferenciar entre gado e mamiferos selvagens (Voigt & Kelm, 2006).

Mesmo sendo Util em diversas situagdes, esta técnica € pouco eficiente para descrever
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precisamente a dieta de morcegos hematéfagos em vilargos localizados no interior da
Amazonia brasileira. Nestes locais, a criacéo de gado ndo é freqliente e outros animais como
galinhas, porcos e cachorros provavelmente sdo mais apreciados por D. rotundus do que
animais selvagens, em funcdo da previsibilidade e acessibilidade desses animais domésticos
como recurso alimentar.

Os pré-requisitos fundamentais para 0 sucesso na utilizacdo da técnica PCR-RFLP
observados no presente estudo foram: 1) Qualidade do DNA extraido das fezes do morcego
gue possibilite a posterior amplificagdo do DNA; e 2) Disponibilidade de iniciadores
(primers) universais para amplificacdo de regido(d6es) do genoma de uma variedade de
espécies de vertebrados utilizadas como presas (Kocher et al., 1989). Andlises via PCR para
identificacdo dos itens da dieta no trato digestivo de predadores dependem também da
capacidade de reconhecimento pelos primers das regides flanqueadoras aos locos de interesse
no genoma, os quais serdo amplificados (Chen et al., 2000; Agusti et al., 2003; Sheppard et
al., 2004). Para tal faz-se necessaria quantidade suficiente de DNA integro para a realizacéo
da PCR. O genoma mitocondrial atende a essa exigéncia, pois a maioria dos genes esta
presente em multiplas cépias nas células, aumentando as chances de amplificacdo do DNA
ainda que degradado durante a passagem pelo trato digestivo do predador (Chen et al., 2000;
Agusti et al., 2003; Sheppard et al., 2004). As amplificacbes da regido do cyt-b no presente
estudo ocorreram com sucesso para a maioria das amostras de DNA extraido das fezes
testadas. Em fungdo do sucesso das amplificagdes, foi possivel realizar as andlises PCR-RFLP
para a maioria (99%) das amostras, as quais evidenciaram perfis de restricdo capazes de
identificar as cinco espécies de presas investigadas, a partir de material oriundo das fezes de
D. rotundus. A confirmagdo das espécies também se deu pela andlise de seglienciamento dos
produtos amplificados.

Em estudos que utilizam analise molecular via PCR para determinacéo da dieta, a
partir de amostras de fezes de vertebrados coletadas em campo, € comum observar que o
DNA extraido de parte dessas amostras falha em amplificar a regido alvo do genoma sendo
investigada (Farrell et al., 2000; Adams et al., 2003). No entanto, nenhum desses estudos
relata o esforco, medido pelo nimero de reagdes de PCR redizadas para alcancar os
resultados. Ta avaliacdo € importante no sentido de dimensionar os custos e tempo gastos na
realizacao dos projetos.

No presente estudo verificou-se gue 0 sucesso no processo de clivagem do DNA pelas
enzimas de restricéo utilizadas dependeu em muito da quantidade de produto amplificado.

Das 99 amostras de DNA extraido a partir das fezes, para 25 amostras (25,3%) a reacéo de
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PCR teve que ser repetida (mais de uma vez) a fim de obter-se uma quantidade de produto
adequado para a andlise de RFLP. Ta fato pode estar relacionado a diferencas na estrutura do
DNA de cada espécie de presa e a consequente influéncia do processo de digestéo durante a
passagem pelo trato digestivo do morcego, na degradacdo do DNA dessas presas (Zaidi et al.,
1999). Neste sentido, Agusti et al. (2003) especulam sobre a possibilidade de um DNA rico
em AT ser quebrado mais facilmente do que um DNA com predominio de CG, devido as
pontes de hidrogénio extras conferirem maior resisténcia ao DNA. O fragmento seqlienciado
do sangue de cachorro apresentou mais bases A e T do que as outras espécies (58,4% do
fragmento de 359 pb), mas esta diferenca foi pequena quando comparado com boi (57%) e
porco (56,7%). As sequiéncias analisadas do DNA de cachorro apresentaram maior numero de
bases A e/ou T seguidas. Tal cenario parece conferir locais de baixa resisténcia no fragmento,
podendo resultar em uma degradacdo maior do DNA de cachorro. Fatores relacionados a
estocagem do sangue oferecido aos morcegos em cativeiro foram descartados neste sentido
uma vez que o sangue de cachorro foi armazenado em bolsas com CPDA1, da mesma forma
como 0 sangue de porco e humano. As fezes foram coletadas de trés morcegos diferentes,
individuos também usados para obter parte das amostras de fezes com DNA de boi.

Diversos estudos tém desenvolvido e utilizado primers espécie-especificos para
amplificagdo de regides do genoma mitocondrial. Nestes estudos observou-se que 0 sucesso
na identificagdo das presas, a partir do DNA extraido de fezes dos predadores, € diretamente
afetado pelo tamanho dos fragmentos amplificados (Chen et al., 2000; Agusti et al., 2003;
Juen & Traugott, 2005). Fragmentos maiores de 300 pb podem ser menos detectados por
serem mais facilmente degradados durante o processo de digestdo pelo predador (Agusti et
al., 1999; Zadi et al., 1999; Sheppard et al., 2005). No presente estudo, a utilizagdo de um
fragmento de DNA de tamanho muito pequeno (<300 pb) dificultaria a andise pela técnica
PCR-RFLP em funcdo do pegqueno numero de sitios de restricdo encontrado. Aqui foi
amplificado com sucesso um fragmento de aproximadamente 380 pb, um pouco maior do que
0 recomendado por outros estudos. De modo similar, Kirstein & Gray (1996) usaram um
fragmento de 638 pb do cyt-b nas andlises por PCR-RFLP para amplificar quatro espécies de
mamiferos usados na alimentagdo do carrapato Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758) (Acari:
Ixodidae). Provavelmente a rapidez da passagem do alimento pelo trato digestivo dos
morcegos (15 minutos) (Thomas, 1988), associado ao grande volume das amostras fecais
coletadas, permitiu extrair uma quantidade boa de DNA integro necess&io para as

amplificagOes.



Em invertebrados terrestres, fragmentos de DNA que variam de 140 a 387 pb podem
resistir a digestdo mais de 24 horas apds a presa ser ingerida (Agusti et al., 2003; Sheppard et
al., 2004; Read et al., 2006; Juen & Traugott, 2005; 2007). As amostras fecais dos morcegos
em cativeiro foram coletadas entre 15 e 18 horas ap0s 0 sangue ser colocado nas gaiolas.
Testes prévios realizados por nés com D. rotundus capturado em condigdes naturais
indicaram que as amostras fecais podem ser coletadas até 18 horas apds 0 morcego
hematdfago ser capturado. Em ambas situagdes as amplificagbes foram realizadas com
SUCESSO.

Uma vantagem da andlise por PCR-RFLP sobre outros métodos que utilizam primers
espécie-especificos para a amplificacdo do DNA € a possibilidade de identificar véarias
espécies a partir de um mesmo par de primers “universais’. Estudos que desenvolvem
primers especificos geramente estdo interessados em conhecer o potencial de predadores no
controle de uma determinada praga (Agusti et al., 2005; Gariepy et al., 2007). Em alguns
casos, cada amostra de DNA é amplificada por trés primers especificos (Chen et al., 2000;
Agusti et al., 2003; Juen & Traugott, 2005), onerando os custos da sua aplicagdo na andlise de
vérias presas. Para a obtencdo dos mesmos dados alcangados no presente estudo, seria
necessario um total de 500 reacBes de PCR para amplificar 100 amostras a partir de cinco
primers espécie-especificos (um para cada presa), sem considerar possiveis fahas na
amplificagdo. Neste sentido, 0 método aqui desenvolvido utilizando a técnica PCR-RFLP
mostrou-se bastante eficiente uma vez que de 100 amostras analisadas foi possivel validar as
identificagOes das presas a partir de pouco mais de 150 reagdes de amplificagdo no total.

O conjunto de cinco enzimas de restricdo (Hae 111, Rsa I, Taq |, Bmg Bl e Xho I)
utilizadas na andlise PCR-RFLP possibilitou a identificac8o inequivoca das cinco espécies de
presas testadas. O método, conforme anteriormente descrito, pode ser validado com a
utilizacdo de até duas enzimas de restricdo para a confirmacdo da identificacdo segura de cada
espécie de presa analisada.

Em condic¢Bes naturais, D. rotundus pode também alimentar-se de uma variedade de
presas. Os sitios de restricéo de diversas espécies de mamiferos silvestres que ocorrem na
regido Amazonica foram acessados por meio do programa NEB Cutter v2.0 (Tabela 1). Para
sete desses mamiferos, Hae |11 produziu o padréo de corte igual a uma das presas estudadas,
mas a maioria ndo teve sitio de restri¢do para a segunda enzima usada (Tabela 2). Neste caso,
a sequéncia de uso das enzimas, proposto no fluxograma (Figura 1), foi crucia para a
identificagdo inequivoca das cinco espécies de animais domésticos estudadas. Em estudo

sobre a identificacdo das presas utilizadas pelo inseto hemat6fago do género Anopheles,



Oshaghi et al. (2006) constataram o potencial da enzima de restricdo Xho | para distinguir
atagues em humanos de uma gama de espécies domésticas e selvagens. Este resultado
também foi evidenciado no presente estudo.

A diferenca observada nos tamanhos dos fragmentos clivados pela técnica PCR-RFLP
com o esperado a partir da andlise dos sitios de restri¢éo nas sequéncias de DNA no GenBank
para algumas enzimas (Hae I11, Rsa | e Taq ), tanto do DNA do sangue quanto das amostras
fecais, pode ser atribuida a amplificagdo de um fragmento de 380 pb, maior do que o esperado
de 360 pb. Isso resultou em uma pequena mudanga do comprimento dos fragmentos e n&o do
local do sitio de restricdo, o que néo interferiu na identificacdo das presas. As sequéncias do
DNA analisado das espécies de presas disponivels no GenBank auxiliaram na escolha das
enzimas e o que vaidou o seu uso foram os resultados semelhantes das andlises PCR- RFLP
do DNA oriundo de amostras de sangue e das fezes.

Os resultados demonstraram que a técnica PCR-RFLP é uma ferramenta aplicavel ao
estudo da dieta do morcego hemat6fago D. rotundus podendo também ser estendida a estudos
sobre a caracterizacdo da dieta de outras duas espécies de morcegos hematofagos, Diaemus
youngi e Diphylla ecaudata. Outra conclusdo resultante dos dados aqui obtidos é que em
casos onde o fragmento de DNA amplificado ndo for clivado por nenhuma das enzimas
testadas ou produzir fragmentos diferentes do observado pelo método proposto, 0 DNA
podera ser sequenciado para a identificacdo das espécies de presas. O uso da técnica PCR-
RFLP é muito flexivel e depende principalmente do nimero e do conjunto de espécies que se
pretende abranger para a escolha de enzimas informativas. Além disso, outros marcadores
com alta variabilidade do genoma mitocondrial também podem ser usados. Porém, a escolha
de primers universais que amplifiguem uma variedade de espécies de mamiferos e aves é
fundamental para o éxito na sua aplicagéo.

A possibilidade de variagdo genética do fragmento do cyt-b entre locais
geograficamente distantes pode aterar a posi¢do dos sitios de restricdo reconhecidos pelas
enzimas, pelo rearranjo da sequiéncia no local de corte da enzima (Dowling et al., 1990; Arias
& Infante-Malachias, 2001). Testes preliminares com o0 DNA do sangue das presas de locais
diferentes da Amazonia Central devem ser feitos para observar possivels mudangas no padréo
de tamanho dos fragmentos gerados pel as enzimas de restricao.

O estudo da dieta de morcegos hematéfagos é necessario para se conhecer a amplitude
de espécies, domesticas e selvagens, da qual estes morcegos estdo se aimentando e a

preferéncia por tipo de presa. Estes dados permitem entender como invasdes de éreas antes



florestadas na periferia das grandes cidades e comunidades menores do interior da Amazonia
afetam o comportamento alimentar desses morcegos.

A despeito do aumento dos casos de raiva humana atribuida a morcegos vampiros,
especialmente por causa dos surtos ocorridos em 2004 e 2005 na regido norte do Brasil, o
conhecimento da propor¢do da populagdo de D. rotundus que estdo atacando pessoas torna-se
importante para auxiliar os programas de controle da zoonose e na escolha de modelos de
salide publica que considerem em sua matriz, aspectos da biologia dos morcegos hemat6fagos
(Schneider, 1995). Estudos futuros também podem incluir a coleta de amostras fecais em
condi¢des naturais e nos abrigos diurnos para responder questdes fundamentais da ecologia
alimentar dos morcegos hemato6fagos.
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Tabela 1. Sitios de clivagem das enzimas de restricgo utilizadas e estimativas dos tamanhos esperados dos

fragmentos a partir da clivagem de produto de PCR do gene cyt-b (~360 pb), de diferentes espécies de presas e

de D. rotundus, com base no programa NEB Cuitter v.2.0.

Enzimas de restri¢éo
(Sitio de restricéo)
Haelll Rsal Taq | Xho | Bmg B
GG|CC GTJAC T|CGA C|TCGAG CAC|GTC
Galinha 159-126-74 210-149 360 360 360
(Gallus gallus)
Boi 284-75 360 360 360 211-148
(Bos taurus)
Porco 153-126-74-6 360 218-141 360 360
(Sus scrofa)
Humano 234-125 360 215-144 214-145 360
(Homo sapiens)
Cachorro 232-127 283-42-34 360 360 360
(Canis familiaris)
Morcego 266-56-37 325-34 360 360 360

(Desmodus rotundus)
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Tabela 2. Espécies de mamiferos silvestres potencialmente atacados por D. rotundus na Amazonia brasileira e

identificacdo dos sitios de clivagem das cinco enzimas selecionadas, com base na andlise de sequiéncias da regido

do gene cyt-b depositadas no GenBank.

Ordem Nome vulgar Acesso Presenca do sitio de restri¢éo para as enzimas
Espécie NCBI Haelll Rsal BmgBl Tagl Xhol
Artiodactyla
Mazama americana Veado mateiro AJ000027 X
Mazama gouazoubira Veado DQ379308 X
catingueiro
Tayassu pecari Queixada AY 534303 X X
AY 726775 X X X
Pecari tajacu Cateto DQ179066 X
DQ179068 X
DQ179072 X X
DQ179080 X
DQ179082 X
Primates
Aloutta seniculus Guariba AJA89759 X
AY 065886 X
AF289982 X
Ateles bel zebuth Macaco aranha ndo existe
Lagothrix lagothricha Macaco AY 671799 X X
barrigudo
Perissodactyla
Tapirusterrestris Anta AF056030 X X
Rodentia
Agouti paca Paca AY 206574 X X
AY 206560 X X
Dasyprocta fuliginosa Cutiapreta AFA437784 X
Dasyprocta leporina Cutiavermelha  AF437785 X
AFA437783 X
Hydrochaeris Capivara ndo existe
hydrochaeris
Myoprocta pratti Cutiara MPU34850 X X X
Xenarthra
Bradypus variegatus Preguica AF232013 X X
Choloepus didactylus Preguica de dois ndo existe
dedos
Mymercophaga Tamandua AY 886756 X
tridactyla bandeira AY 886758 X
Tamandua tetradactyla Tamandua AF232023 X X
mirim AJ421450 X X




Tabela 3. Espécies de aves silvestres potenciamente atacadas por D. rotundus na Amazonia brasileira e

identificacdo dos sitios de clivagem das cinco enzimas usadas, com base na andlise de seqiiéncias da regido do

gene cyt-b depositadas no GenBank.

Ordem Nome vulgar Acesso Presenca do sitio de restri¢éo para as enzimas
Espécie NCBI Haelll Rsal BmgBlI Tagl Xhol
Tinamiformes
Tinamus tao azulona ndo existe
Tinamus major inhambu-de- NC002781
cabeca-vermelha
Tinamus guttatus inhambu-galinha  n&o existe
Crypturellus cinereus inhambu-preto nao existe
Crypturellus soui tururim ndo existe
Crypturdlus undulatus jad AY 139629 X
Crypturellus strigulosus inhambu-relégio  TMU76056
Crypturellus variegatus inhambu- ndo existe
anhanga
Crypturellus bartletti inhambu- ndo existe
anhangai
Crypturellus parvirostris ~ inhambu-chororé  AY 115393* X
Crypturellus tataupa inhambu-chinta ~ AY 016012 X
Galliformes
Penelope jacquacu jacu-de-spix AY 145318 X X X
Aburria cumanensis jacutinga-de- ndo existe
garganta-azul
Nothocrax urumutum urumutum AF165470 X X
Mitu tuberosum mutum-cavalo AY 098555 X X
Crax globulosa mutum-de-fava  AY 141924 X X
Psophia leucoptera jacamim-de- ndo existe
costas-brancas
Psophia viridis jacamim-de- DQ485901 X X
costas-verdes
Opisthocomiformes
Opisthocomus hoazin cigana AF168119 X X
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Figura 1. Local de captura dos morcegos na Fazenda Experimental da UFAM. a) rede mist-nets armada entre
as cocheiras dos porcos; b) morcego Desmodus rotundus capturado quando se aproximava para atacar 0s
porcos.

Figura 2. Viveiro e gaiolas usadas pelos morcegos em cativeiro. a) vista exterior do viveiro no Bosque da

Ciéncia no campus do INPA; b) gaiolas usadas pel os morcegos dentro do viveiro; c) caixa de madeira usada

como dormitdrio dos morcegos; d) vista do morcego (fémea adulta) dentro do dormitdrio.
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Figura 3. Cativeiro dos morcegos. @) gainhas colocadas dentro das gaiolas para 0S morcegos se

alimentarem. Os animais eram retirados das gaiolas pela manha e o local limpo. Cada galinha era usada no
maximo por duas hoites consecutivas; b) bebedouros contendo sangue oferecido aos morcegos; c) coletor de
fezes colocado abaixo do dormitério dos morcegos; d) macho de D. rotundus alimentando-se de sangue de
boi oferecido em bebedouro.
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Figura 4. Gel de quantificagcdo do DNA extraido das amostras de sangue e fezes. @) DNA do sangue das cinco

espécies de presas testadas; b) DNA das amostras fecais de D. rotundus alimentado com sangue das presas.
Colunas 1-3: marcador fago Lambda 25, 50, 10 ng; Coluna 4-6: galinha; Coluna 7-8: boi; Coluna 9-11: porco;
Coluna 12-15: humano; Coluna 16-18: cachorro.
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Figura 5. Fragmento do gene cyt-b (~380 pb) amplificado a partir de DNA obtido de amostras de sangue de
cinco espécies de presas e do morcego hematéfago D. rotundus. Colunas 1-2: galinha; Colunas 3-4: boi; Colunas

5-6: porco; Colunas 7-8: humano; Colunas 9-10: cachorro; Colunas 11-12: D. rotundus.
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Hae Il
Fragmentos Fragmentos Fragmentos Fragmentos
152-126-74-7 / 159-126-74 pb 232-127 /234125 pb 284-75 pb 266-56-37 pb
Porco ou Galinha Cachorro ou Humano Boi Morcego
Taq| \ Rsal Xholl BmgBI
Fragmentos Fragmentos Fragmentos Fragmentos Fragmentos
218-141 pb 210-149 pb 283-42-34 pb 215-144 pb 211-147 pb
Porco Galinha Cachorro Humano Boi
IDENTIFICADO IDENTIFICADO IDENTIFICADO IDENTIFICADO IDENTIFICADO

Figura 6. Fluxograma mostrando a sequéncia de etapas das enzimas de restricdo selecionadas durante o
desenvolvimento do método molecular para a diferenciagdo das cinco espécies de presas preferencia mente
atacadas pelo morcego hematéfago Desmodus rotundus na Amazonia brasileira, bem como para a identificagéo

do proprio morcego.
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Figura 7. Perfis de restricdo obtidos ap6s a clivagem de produtos amplificados do gene cyt-b (~380 pb) com a
enzimaHae 11, para cinco espécies de presas de D. rotundus. Cada painel mostra o padr&o de clivagem do DNA
obtido do sangue de sei's amostras/presa.
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Figura 8. Comparacéo dos perfis de restricdo obtidos apds a clivagem de fragmento amplificado do gene cyt-b
com cinco enzimas de restricdo (Hae I1l, Rsa |, Bmg Bl, Xho | e Taq |) de amostras de sangue visando
diferenciar as espécies de presas de D. rotundus. Colunas 1-2: galinha; Colunas 3-4: boi; Colunas 5-6: porco;
Colunas 7-8: humano; Colunas 9-10: cachorro; Colunas 11-12; D. rotundus. M: marcador de 50 pb.
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Figura 9. Padrfes de clivagem do DNA pelas enzimas Rsa |, Bmg Bl, Tag | e Xho | para seis amostras obtidas

de sangue de cinco espécies de presas de D. rotundus. M: marcador de 50 pb.
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Figura 10. Fragmento amplificado do gene cyt-b (~380 pb) a partir de DNA extraido de amostras de fezes de D.
rotundus, previamente alimentado com sangue de cinco espécies de presas. Colunas 1-4: galinha; Colunas 5-8:
boi; Colunas 9-12: porco; Colunas 13-16: humano; Colunas 17-20: cachorro.
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Figura 11. Perfis de restri¢do obtidos ap6s clivagem de fragmento amplificado de gene cyt-b pela enzima Hae
I11, apartir de DNA obtido das fezes de D. rotundus (colunas 1-10) e de amostras do sangue das presas (colunas
11-12). M: marcador ladder 50 pb.
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Figura 12. Perfis de restri¢éo obtidos apos clivagem de fragmento amplificado de gene cyt-b pelas enzimas Rsa
I, Bmg BI, Taq | e Xho |, a partir de DNA obtido das fezes de D. rotundus (colunas 1-10) e de amostras do
sangue das presas (colunas 11-12). M: marcador ladder 50 pb.
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INTRODUCAO

As trés espécies de morcegos da subfamilia Desmodontinae possuem o habito
aimentar mais especidizado entre os morcegos Neotropicais, sendo dependentes
exclusivamente de sangue (Greenhall, 1988; Fenton, 1992). Dentro deste cardapio restrito, o
morcego vampiro Desmodus rotundus possui dieta mais flexivel pois pode se aimentar do
sangue de mamiferos e de aves, enquanto as duas outras espécies, Diaemus youngi e Diphylla
ecaudata, se alimentam predominantemente de aves (Gardner, 1977; Greenhall, 1988). Estes
morcegos sao raros dentro da floresta priméria (Bernard, 2001; Bobrowiec, 2003; Peters et al.,
2006), mas sua populagdo aumenta quando em contato com vilarejos e fazendas (Delpietro et
al., 1992; Bobrowiec, 2007). Os animais de criacdo constituem uma fonte de alimento fécil,
segura e constante, sendo 0s principais responsaveis por atrair e manter 0S morcegos
hematéfagos proximos as areas antropicas (Delpietro et al., 1992; Voigt & Kelm, 2006).
Desmodus rotundus ja foi registrado ingerindo sangue de boi, cavalo, porco, cabras, cachorro
e galinha (Greenhall, 1988; Delpietro et al., 1992).

Em pequenas comunidades localizadas no interior da floresta tropical da América do
Sul s8o comuns os registros de ataques a humanos, principalmente em criangas (LOpez et al.,
1992; Warner et al., 1999; Schneider et al., 1996, 2001). Devido as baixas condic¢bes socio-
econdmicas e conseqiiente precariedade das habitagdes, D. rotundus possui normal mente livre
acesso as moradias das familias de ribeirinhos e assentados de beira de estradas. Essas
populagbes humanas, juntamente com seus animais de criacdo, sdo suscetiveis a0 ataques por
morcegos vampiros, ndo sendo claros ainda os fatores que levam esses morcegos a
escolherem suas presas. A principal consegiiéncia desses atagues em humanos é a transmissao
de doengas como o virus da raiva, fata em 100% dos casos. Recentemente o Brasil
presenciou 0 maior surto de raiva humana transmitida por morcegos hemat6fagos, todos
ocorridos em comunidades do interior da regido Amazonica com nuimero elevado de 6bitos
(Rosaet al., 2006). Schneider et al. (1996, 2001) ja haviam verificado um grande potencial de
infecgdo rabica humana na regido amazonica brasileira. No caso da raiva transmitida por
vampiros, no entanto, somente ap0s 0 aparecimento da zoonose € que as entidades
responsaveis pelo controle zbo-sanit&rio tem tido condicbes de tomar providéncias. A
proximidade entre humanos e morcegos hematéfagos, o livre acesso as casas e 0 perigo
significativo da transmissdo de raiva humana, colocam em risco os ribeirinhos e colonos que

vivem em lugares afastados. Assim sendo, € muito importante 0 monitoramento do hébito
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alimentar dos morcegos hematéfagos e a preferéncia por tipo de presa em condi¢des naturais,
afim de se antecipar aos surtos de transmiss&o da raiva a humanos.

A predac@o por morcegos hematofagos é estimada através da observacéo direta das
presas atacadas pelos morcegos (Delpietro et al., 1992; Uieda, 1992, 1993). | sbtopos estéveis
tém sido utilizados como um método alternativo Util na avaliagdo da dieta desses morcegos e
demonstrou a preferéncia de D. rotundus por gado nos locais onde rebanhos sdo comuns
(Voigt & Kelm, 2006). Atualmente, diversos estudos tém empregado técnicas moleculares
baseadas em PCR para avaliar taxas de predacdo (Agusti et al., 2003; Sheppard & Harwood,
2005; Deagle & Tallit, 2007). Estas técnicas permitem o uso de fezes como fonte de DNA,
especial mente quando os restos da presa estédo muito degradados para andlises morfoldgicas.
Por causa da ingestdo de sangue, as fezes de morcegos hemat6fagos séo formadas somente
por partes moles e a aplicagdo de métodos moleculares pode ser a melhor forma para a
caracterizagcdo detalhada do habito alimentar desses morcegos. A deteccdo do DNA da presa
no trato digestivo e/ou nas fezes do predador depende da capacidade do fragmento de DNA
resistir a digestdo. Fragmentos curtos de DNA (<300 pb) possuem mais chances de
amplificagdo do que fragmentos maiores (Zaidi et al., 1999; Juen & Traugott, 2005). A
andlise de genes com multiplas copias do genoma mitocondrial (Chen et al., 2000) e nuclear
(Zaidi et al., 1999) também aumentam a probabilidade de amplificacdo via PCR. Existem
milhares de copias do DNA mitocondrial por célula o que torna os marcadores moleculares da
regido COI, COIl e cyt-b os mais usados quando se trabalha com DNA degradado (Agusti et
al., 2003, 2005; Steuber et al., 2005). Nas situacbes em que se pretende identificar vérias
espécies, a analise de regides especificas dos genomas por PCR seguido da clivagem por
enzimas de restricdo (PCR-RFLP) confere padrdes de fragmentos que permitem diferenciar as
espécies (Evans et al., 1998; Mills et al., 2000; Ridlle et al., 2003; Nagata et al., 2005;
Oshaghi et al., 2006; Liviaet al., 2007).

A identificagdo molecular das presas do morcego hemat6fago D. rotundus, a partir da
andlise do DNA obtido de amostras fecais, tem sido recentemente o foco de nossos estudos.
Em um ensaio com morcegos em cativeiro foi possivel desenvolver um método utilizando a
técnica PCR-RFLP para distinguir cinco espécies de presas potencialmente atacadas por D.
rotundus, incluindo o homem (Capitulo 1). Aqui, ndés complementamos nosso estudo
aplicando o método desenvolvido com o propésito de investigar a composicao da dieta de
morcegos hematofagos em comunidades ribeirinhas do interior da floresta Amazoénica. O
principal objetivo deste estudo foi identificar as presas atacadas por D. rotundus em condicoes

naturais e quantificar a proporgdo que galinhas, gado, porco, cées e humanos estdo sendo
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utilizados como provedores de sangue para 0 morcego vampiro D. rotundus. Avaliamos,
também, como os tipos de animais de criacdo e domésticos podem influenciar no padréo
alimentar deste morcego vampiro. Tais informagOes poderédo gudar a entender como a
ocupacdo das areas de floresta por humanos afeta o0 comportamento alimentar de D. rotundus,
deixando as pessoas e animais de criagc80 susceptiveis aos ataques por esse morcego
hematéfago.
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MATERIAL E METODOS

Areasde estudo

O estudo de campo foi conduzido em 18 comunidades ribeirinhas localizadas nas
margens do rio Madeira, rio Aripuana e lago Ayapua no rio Purus, estado do Amazonas,
Brasil (Figuras 1, 2a e 2b). O rio Madeira é formado por &gua barrenta, enquanto o seu
tributério, o rio Aripuand, possui &guas claras. O lago Ayapud faz parte da Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel Piagagu-Purus (827.317 ha), é formado por &guas pretas que
desaguam no rio Purus e possui forma oval, com 25 km em sua maior extensdo durante o
periodo da cheia. Estes locais sGo compostos por um mosaico de floresta de terra firme e
locais inundados sazonalmente (véarzea), com deferentes niveis de antropizagéo entre eles. O
lago Ayapua incorpora uma grande area de floresta pouco perturbada e as comunidades
praticamente ndo derrubam a floresta apds 300 m da margem. Os ribeirinhos vivem da coleta
da castanha (Bertholletia excelsa Humboldt & Bonpland) e em menor escala do comércio de
farinha, pesca, caca e venda de madeira. O isolamento das comunidades do rio Aripuana
proporciona um grau de perturbagdo da floresta ainda menor, no qual os ribeirinhos vivem do
extrativismo de pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke, 1927) e venda de farinha. Por outro lado,
o rio Madeira é intensamente navegavel e povoado, 0 que provoca um desmatamento de
grande parte de suas margens, atingindo pelo menos 500 m de largura nas comunidades
visitadas.

Capturas dos mor cegos

Excursdes de campo foram redlizadas em setembro de 2004 (rios Madeira e
Aripuand), abril-maio (rios Madeira e Aripuand) e junho (lago Ayapud) de 2005 e fevereiro de
2007 (lago Ayapud). Todas as comunidades de um trecho de aproximadamente 70 km
seguindo os rios Madeira e Aripuana foram visitadas (Figura 1). No lago Ayapua foram
amostradas as comunidades que tinham suas propriedades localizadas na terra firme (Figura
1). Nos rios Madeira e Aripuand, cada comunidade foi amostrada de uma a trés noites e no
lago Ayapua entre duas e oito noites. Em todas as comunidades, quantificou-se a
disponibilidade de alimento para os morcegos hemat6fagos, anotando o nimero de galinhas e

galinheiros, porcos, cachorros e bois. Os dormitorios dos animais foram checados quanto sua



vulnerabilidade a entrada dos morcegos. A partir de entrevistas com os moradores verificou-
se a ocorréncia de ataques em humanos pel os morcegos e sua periodicidade.

Nestes locais, os morcegos foram capturados usando quatro redes de neblina (6 e 12 m
de comprimento, 2,5 m de altura, 4 bolsas, malha 36 mm), armadas em frente a galinheiros,
currais, nos dormitérios dos porcos e ao redor das casas para maximizar a captura de
morcegos hematéfagos (Figuras 2c e 2d). As redes permaneceram abertas entre 21:00 e 06:00
h com o intuito de capturar 0s morcegos com o0 estdmago cheio. Todos 0os morcegos foram
colocados em sacos de pano individuais e checados no dia seguinte para a coleta das amostras
fecais. Os morcegos capturados no lago Ayapua foram marcados com um colar numerado e
soltos no mesmo local onde foram capturados, enquanto gue nos rios Madeira e Aripuana
todos os morcegos foram coletados e depositados na Colegdo Zoologia do INPA (Lotes 171 e
178).

Coleta das amostras fecais e analises genéticas

As fezes foram coletadas até 18 h apds o morcego ser capturado e foram armazenadas
em tubos de 1,5 ml (tipo Eppendorf) contendo silica gel. Somente nas excursbes as
comunidades dos rios Madeira e Aripuana as amostras foram armazenadas a -20 °C, devido a
disponibilidade de freezer. Por causa do longo periodo de permanéncia nas atividades de
campo e a fata de detricidade no local, ndo foi possivel manter congeladas as amostras
coletadas no lago Ayapud. A quantidade coletada de uma amostra fecal foi suficiente para
uma ou duas extractes do DNA gendmico, usando o protocolo CTAB (Doyle & Doyle, 1987)
com algumas modificagdes (ver Capitulo 1).

O DNA extraido das amostras fecais foi amplificado utilizando primers universais que
amplificam parte do gene citocromo b (cyt-b) do genoma mitocondrial de diversas espécies de
mamiferos e aves (Kocher et al., 1989). A amplificagdo do DNA foi realizada via Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR, em inglés). Cada reagdo da PCR foi feita em volume final de 20
pl contendo tamp&o 10 10X (TrissHCI 100 mM pH 8,4, 500 mM KCl, 1% Triton X-100), 50
mM MgCl,, 2,5 mM de dNTP, BSA (2,5 ng/ul), 2 mM de cada primer, 5 U/ul de Tag DNA
polimerase (Phoneutria Biotecnologia), 7,5 ng de DNA e H,O destilada ultrapura. A
amplificacdo foi realizada em um termociclador (PTC-200, MJ Research) usando o seguinte
programa: desnaturacao inicial a 94 °C por 4 min, seguido por 30 ciclos com os passos (1) 45
segs a 92 °C, (2) anelamento a 56 °C por 30 segs, (3) extensdo a 72 °C por 1:30 min, e uma
etapa final de extensdo a 72 °C por 10 min. O produto da PCR foi analisado em gel de agarose
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1,5% corado com brometo de etidio sob eletroforese em tampdo TBE 1X a80 V e visualizado
sob luz ultravioleta.

Os produtos da PCR com quantidades adequadas de DNA foram clivados por enzimas
de restricdo segundo método previamente desenvolvido (ver figura 6 do Capitulo 1). Neste
método propomos o uso de cinco enzimas de restricdo (Haelll, Rsa |, Taq |, Bmg Bl e Xho I),
que usadas em combinagdo permitiram clivar os fragmentos amplificados do cyt-b de forma a
produzir padrfes de fragmentos capazes de diferenciar as cinco espécies mais comumente
utilizadas por D. rotundus em sua alimentacéo (galinha, boi, porco, humano e cachorro). O
método possibilitou a identificacdo das espécies de presas pela utilizagdo de duas enzimas de
restricdo/presa, eliminando qualquer chance de confundir os padrfes de restricdo dos animais
domésticos e de criacdo com os gerados em espécies de mamiferos e aves selvagens que
podem ser atacadas por D. rotundus. Em uma primeira etapa utilizou-se a enzima Hae 11 para
todas as amostras, devido clivar todas as espécies, inclusive o DNA do morcego. Esta enzima
produziu quatro padrdes de fragmentos distintos dependendo da espécie de presa: (1) galinha
porco; (2) boi; (3) humano; e (4) cachorro. O padréo dos perfis de restricdo para D. rotundus
nao sobrepbs ao de nenhuma das espécies de presas, conferindo uma identificacdo inequivoca
desses animais. Conforme os padrfes de restricdo gerados por Hae 111, uma segunda enzima
foi aplicada para confirmar a identificacdo. A enzima Rsa | foi usada para confirmar o DNA
de galinha e cachorro, pois gerou fragmentos diferentes para estas duas espécies e ndo clivou
nenhuma das outras;, Bmg Bl foi especifica para boi; Xho | foi especifica para humano; e Taq |
confirmou porco.

A clivagem dos produtos da PCR pelas enzimas de restricdo foi preparada em um
volume final de 13 ul, combinando 9 pl de produto da PCR, 5U de enzima, 1,3 ul do tampéo
de digestdo 10X fornecido pelo fabricante e &gua destilada ultrapura. A reacdo de digestdo foi
incubada por 4 h a 37 °C para as enzimas Hae |11, Rsa |, Xho | e Bmg Bl e 65 °C paraTaq |,
de acordo com as recomendagdes do fabricante (Invitrogen). Os produtos de restricdo foram
posteriormente analisados em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio em
eletroforese a 60 V e visualizados sob luz ultravioleta. Para a estimativa dos tamanhos dos
fragmentos utilizou o marcador ladder 50 bp.

Nas situagdes em que o produto da PCR néo foi clivado por nenhuma das enzimas ou
gerou fragmentos distintos do esperado, nés analisamos o produto da PCR dessas amostras ho
Sequienciador Automatico de DNA ABI 377 (Applied Biosystems). As sequéncias foram
comparadas com o banco de dados do GenBank, utilizando a ferramenta nucleotide BLAST

para se chegar a identificacdo. Nossos resultados prévios (Capitulo 1) indicaram uma baixa
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probabilidade de ocorrer falso positivo, quando uma espécie desconhecida (provavel mente
selvagem) produz um padrdo de tamanho de fragmentos igual a uma das cinco presas testadas,
nas analises por PCR-RFLP aqui utilizadas. Para reforcar nossa observacdo, cinco amostras
previamente identificadas pelas andlises de PCR-RFLP foram escolhidas aleatoriamente,
seglienciadas e comparadas com sequéncias das espécies de vertebrados disponiveis no
GenBank.

Os produtos da PCR foram purificados por meio da acéo das enzimas Exonuclease | e
Shrimp Alkaline Phosphatase utilizando o Kit ExoSAP-IT (USB Coorporation) de acordo
com o protocolo fornecido pelo fabricante. Em seguida, a reacdo de sequenciamento foi
preparada em um volume final de 10 pl contendo 1,5 pl de um dos primers na concentracéo 2
mM, 2 ul de Big Dye Ill (Applied Biosystems), 2 uL de tampdo 5X para seqienciamento
(Applied Biosystems), 2 pl de PCR purificado e 2,5 yl de &gua ultrapura. Em seguida as
reacdes de seguenciamento foram purificadas utilizando-se solucdo de acetato de sodio e
EDTA (1,5M acetato de sédio, 250 mM EDTA, pH > 8,0) e etanol a 95% e 70%.

Apbs a secagem, o0s produtos contendo a reagdo de seqUenciamento foram re-
suspendidos em tamp&o de carregamento composto por quatro partes de formamida para uma
parte de azul dextran, desnaturados a 95 °C por 2 min e analisados sob eletroforese em gel de
poliacrilaminda 5% em um Seqlenciador Automético de DNA ABI 377 (Applied
Biosystems). Os produtos de PCR foram sequienciados nos dois sentidos forward e reverse.

As seqliéncias foram editadas manualmente no programa ChromasPro versdo 1.34
(Technelysium Pty Ltd). Apos edicdo, as segiiéncias obtidas nos dois sentidos, forward e
reverse, foram ainhadas de forma a obter a sequéncia consenso. Para ta utilizou-se o
programa BioEdit versdo 7.0.5.3 (Hall, 1999).

Andlise dos dados

N6s estimamos o tamanho dos fragmentos clivados das amostras de fezes analisadas
para todas enzimas de restricdo e comparamos com o padréo de clivagem dos fragmentos de
DNA amplificados a partir de amostras de sangue da presa correspondente. Cada amostra
feca teve a identificacdo comprovada somente quando apresentaram resultado positivo
(clivagem do fragmento) e correto (padréo de fragmentos igual ao previamente conhecido
para a presa) pela andlise de duas enzimas de restricao.

Os dados dos rios Madeira e Aripuana foram agrupados devido ao baixo nimero de

amostras fecais identificadas no rio Aripuana e pela proximidade geogréfica destes dois rios.
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A diferenca na proporgéo dos itens consumidos por D. rotundus entre as localidades foi
analisada usando o teste de aderéncia chi-quadradro com proporcdes esperadas iguais e
correcao de Y ates (Zar, 1996). A preferéncia por tipo de presa (galinha ou porco) foi acessada
pelo calculo da proporc¢do de selecédo padréo, seguindo Manly et al. (2003):

%1

7T
0. (0]
O, 0
Ty, T,

Na associagdo morcego-presa, a; representa a probabilidade do morcego se alimentar da presa

o, =

1 quando as duas presas podem serem atacadas pelo morcego, pois ndo possuem nenhuma
protecdo dos seus abrigos contra a entrada dos morcegos. As variaveis o; e o, constituiram a
porcentagem de consumo da presa 1 e 2, acessadas pelo método de PCR-RFLP. Os
pardmetros p; e p, S0 a proporcdo das presas 1 e 2 no total da populacdo destas duas presas.
Baseado no comportamento do morcego, nés usamos o numero de abrigos das presas
(galinheiro e pocilgas) como sendo a estimativa mais realista da abundéncia de recurso. 1sso
porque morcegos vampiros procuram suas presas ho mesmo lugar por vérias noites
consecutivas. Nas comunidades, as galinhas permaneciam a noite dentro de galinheiros e os
porcos em cercados. Deste modo, 0os morcegos sdo atraidos para o local de maior
concentracdo de presas, formando assm um Unico conjunto de alimento disponivel. As
comunidades nas quais ndo houve amostras fecais identificadas foram descartadas das
andlises estatisticas. O valor de a; varia entre 0 e 1, com altos valores indicando preferéncia

no consumo da presa 1.
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RESULTADOS

Presas disponiveis nas comunidades ribeirinhas

Todas as comunidades amostradas possuiam o hébito de criar galinhas e tinham
cachorros (Tabela 1), cujos moradores relataram atagues por morcegos hematéfagos aos
animais (Figura 3 e 4b). Os galinheiros possuiam buracos que permitiam a entrada dos
morcegos. O nimero de galinheiros variou de um a oito entre as comunidades (3,6 £ 1,9
gainheiros) e cada casa possuia um ou dois galinheiros, com no maximo 15 galinhas por
casa. Como uma estratégia para evitar a predagdo intensa dos animais, os moradores relataram
gue mudavam os galinheiros de lugar. Os atagues voltavam a ocorrer somente depois de
algumas noites, provavel mente quando os morcegos descobriam alocalizag&o do recurso.

Durante as noites de captura nés observamos seis cachorros com sinais de
sangramento nas costas (Figura 3a e 3b), presentes nas comunidades Pinheiros (1), Bacuri (2),
Evaristo (2) e Jenipapo (1). No lago Ayapua estes cachorros foram atacados em todas as
noites de captura. NOs registramos porcos em cinco comunidades (Tabela 1), criados para
alimentac&o dos moradores. Os porcos eram atacados todas as noites, motivo que prejudicava
asua criagdo, segundo os ribeirinhos (Figura 3c, 3d e 4c).

Bois foram observados em quatro comunidades (Tabela 1) e somente em Cachoeirinha
os animais (n=47) permaneciam durante a noite em um cercado, onde eram constantemente
atacados. Em uma casa ao lado do cercado, usada somente durante o dia, n0s observamos dois
individuos de D. rotundus. A quantidade de fezes encontrados no chdo indicou que os
morcegos usavam o local como abrigo noturno hé bastante tempo (Figura 4d). Nas outras trés
comunidades, os bois ficavam soltos no pasto e os moradores ndo relataram atagues por
MOrcegos.

O tamanho das comunidades, estimado pelo nimero de moradias, variou de uma casa
no Baia, lago Ayapud, até o registro de mais de 50 casas nas comunidades Porto Seguro e
Jenipapo, rio Madeira. Durante o estudo foram registrados ataques de D. rotundus em pessoas
em duas comunidades. Em Porto Seguro, uma familia de cinco pessoas foi atacada por
morcegos durante uma semana. Uma crianga de oito anos e um adulto tinham sido sangrados
em duas noites consecutivas. Esses foram os primeiros eventos de atagues por morcegos
hematofagos registrados na comunidade. Em Tucunaré, rio Aripuand, trés criangas e um

adulto foram atacados entre agosto e setembro de 2004. Os moradores informaram que 0s
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ataques ndo eram raros e que gquase todas as pessoas ja tinham sido sangradas pelo menos uma

vez navida enquanto moravam na comunidade.

Analises molecular es da dieta dos mor cegos hemat6fagos

Em 47 noites (725 horas/rede) capturamos 157 individuos de D. rotundus e seis D.
youngi, em 15 das 18 comunidades ribeirinhas visitadas (Tabela 1). No lago Ayapud foi
capturado 55% do total de D. rotundus amostrados, enquanto que nos rios Madeira-Aripuana
45% (Tabela 2). Nestes locais foi possivel obter 88 amostras fecais, sendo 55 (63%) no lago
Ayapua. Diaemus youngi, outra espécie de morcego hematéfago, foi capturado em ambos
locais com seis amostras fecais coletadas. A Tabela 2 mostra a quantidade de amplificactes e
andlises RFLP com resultado positivo. Para a maioria das amostras (n=58; 66%) foi
amplificada com sucesso a regido do gene cyt-b contendo aproximadamente 380 pb (Tabela
2).

A identificacdo da espécie da presa foi obtida de 48 (83%) das 58 amostras de fezes
coletadas dos morcegos para as quais foi possivel ter amplificacdes positivas (55% do total
das amostras coletadas em campo). Outras 10 amostras falharam nas anadlises por RFLP,
nestes casos procedeu-se ao seqlenciamento do DNA para a confirmacdo da origem das
mesmas. Comparando os locais amostrados, foi obtido 73% de sucesso nas amplificagdes das
amostras oriundas dos rios Madeira-Aripuand e 92% de sucesso na identificagdo da presa a
partir dessas amplificacBes. Ja para o lago Ayapud, 55% das amostras amplificaram com
sucesso e em 75% delas foi possivel identificar as espécies de presas (Tabela 2).

Os padrdes observados dos perfis de restricéo gerados na andlise PCR-RFLP, a partir
das amostras coletadas em condi¢gdes naturais, foram idénticos aos observados em estudo
preliminar com base na andise de fezes dos morcegos mantidos em cativeiro (Figura 5).
Todas as amostras analisadas apresentaram padrdes de restricdo correspondentes ao esperado
para uma das cinco espécies de presas testadas (Figura 5), ndo sendo observado qualquer
padréo distinto que evidenciasse a presenca de DNA de outra espécie de presa nas fezes
coletadas.

Gdlinha foi a presa mais atacada por D. rotundus, constituindo quase dois tercos
(n=27; 61%) do total das amostras com identificacdo positiva (Tabela 3). Embora a criacéo de
porcos tenha sido rara nas comunidades estudadas, esta presa foi identificada em 32% das
amostras (n=14) (Tabela 3). Os outros 6% das amostras col etadas evidenciaram a presenca do
DNA de boi (n=2) e cachorro (n=1) (Tabela 3). As duas amostras com DNA de boi foram
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provenientes da comunidade Cachoeirinha, rio Madeira. Em nenhuma das amostras fecais
coletadas foi possivel identificar o DNA humano, confirmando o relato dos ribeirinhos de que
n&o houve pessoas atacadas durante as noites das capturas. Uma comparacdo da porcentagem
das presas utilizadas por D. rotundus entre o lago Ayapua e os rios Madeira-Aripuna ndo
mostrou diferenca significativa no consumo de galinhas (x*=0,210; gl=1; P=0,646) e porcos
(x*=1,399; gl=1; P=0,237).

As andlises das quatro amostras de fezes coletadas de Diaemus youngi que
amplificaram indicou o consumo de galinha (n = 3) e porco (n = 1) (Tabela 3; Figura 4a).
Devido os ataques em mamiferos por D. youngi serem considerados raros na literatura
(Gardner, 1977; Uieda, 1992, 1993), as andises foram repetidas duas vezes para a
confirmagdo deste resultado. Todos os testes confirmaram o consumo de porco para uma das
amostras.

O sequenciamento do DNA das 10 amostras néo identificadas por PCR-RFLP revelou
a presenca apenas do DNA de D. rotundus. Por outro lado, as cinco amostras previamente
identificadas pelo método PCR-RFLP desenvolvido confirmou, pelo seglenciamento e

comparagéo com dados do GenBank, aidentificagdo do DNA de galinha (n=3) e porco (n=2).
M ovimento dos mor cegos entre as comunidades do lago Ayapua

No lago Ayapua, dos 69 individuos capturados de D. rotundus e D. youngi, 64 foram
anilhados e 17 (27%) deles recapturados. Trés morcegos anilhados em 2005 foram
recapturados em 2007 e por isso ndo foram analisados quanto a disténcia de deslocamento. Os
dados de recaptura indicaram que os morcegos foram capazes de voar entre as comunidades,
percorrendo disténcias que variaram de 2 a 7 km (3,5£1,9 km) em poucos dias (1 a 7 dias). A
maioria dos morcegos (65%) foi recapturada na mesma comunidade onde foram
originalmente anilhados (n=8) ou transitaram dentro da mesma margem do rio (n=3). Um
individuo de D. rotundus percorreu 7 km, da comunidade Evaristo até ser recapturado na
comunidade Bacuri, apds quatro dias.

Os dados de dieta associados a disponibilidade das presas nas comunidades revelaram
gue D. rotundus possui grande mobilidade de vo em uma mesma noite. No lago Ayapua,
porcos eram criados apenas na comunidade Caviana, mas trés morcegos foram capturados
com o DNA de porco nas fezes a 4,7 km, na comunidade Bacuri. Outro morcego que havia se
alimentado de porco foi capturado no Baia, a 1,3 km. Em ambos 0s casos 0s morcegos

cruzaram o rio Ayapua de aproximadamente 1,5 km de largura.
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Preferéncia alimentar de D. rotundus

A andlise de preferéncia por um tipo de presa (a) foi testada somente entre galinha e
porco devido corresponderem juntos a 94% do total das espécies atacadas por D. rotundus. Os
dados utilizados corresponderam aos obtidos de 12 comunidades que tiveram estas duas
presas identificadas nas fezes dos morcegos. Nestes locais foram encontradas sete pocilgas
(p1=12,3%) em quatro comunidades e 50 galinheiros (p,=87,7%). Devido as comunidade
Porto Seguro e Jenipapo serem contiguas e representar um local densamente povoado, com
cerca de 50 familias e aproximadamente 500 pessoas, ndo foi possivel estimar o nimero de
galinheiros nestas comunidades. Assim, para estes dois lugares, foram utilizados para o
calculo da proporcdo de presas, apenas os galinheiros onde as redes foram armadas (n=8
gainheiros). Galinhas e porcos foram identificados em 30 e 12 amostras fecais,
respectivamente. NOs estimamos o valor de ae=0,7, indicando que na area de estudo D.
rotundus teve preferéncia por porcos, mesmo estes animais sendo raros nas comunidades

amostradas.
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DISCUSSAO

Técnicas para deter minacao de dieta em mor cegos hemat6fagos

Recentemente, algumas técnicas tém sido utilizadas em estudos sobre a determinagao
da dieta de morcegos hemato6fagos, possibilitando a quantificacgo das presas atacadas (Carter
et al., 2006; Voigt & Kelm, 2006). |sotopos estaveis ja foram usados para examinar a origem
do sangue ingerido por D. rotundus (Voigt & Kelm, 2006). A andlise do tecido dos morcegos
apresentaram a mesma assinatura isotopica do gado, que consome plantas C,4, ao contrario de
mamiferos selvagens que se aimentam de plantas C;. Dessa forma pbde-se inferir sobre a
origem do sangue ingerido pelo morcego, uma vez que 0s is6topos rel acionados as plantas Cyg,
usadas pelo gado, ficaram também fixados nos tecidos dos morcegos. Em estudo utilizando
andlise molecular via PCR, Carter et al. (2006) demonstraram que primers do gene nuclear
RAG-1, encontrado exclusivamente em aves, podem amplificar o DNA de galinhas isolado de
amostras fecais de Diaemus youngi. Contudo ambos estudos foram mais restritos quanto a
precisdo e numero de espécies identificadas. No caso de ataque a animais selvagens, 0 uso de
iSOtopos estaveis Ndo seria capaz de identificar a espécie provedora de sangue, pois segundo o
estudo, todos os animais selvagens consomem plantas Cs, 0 que nem sempre € verdade. Além
disso, outros animais que ndo se alimentam de plantas, como galinhas, porcos e cachorros,
nao poderiam ser identificados. Ja no estudo de Carter et al. (2006), os primers do gene RAG-
1 utilizados podem amplificar uma variedade espécies de aves e a identificagdo de cada
espécie sO seria acessada por meio do sequienciamento do DNA.

No presente estudo foi possivel detectar, com base no método desenvolvido utilizando
a técnica molecular de PCR-RFLP, quatro espécies de presas na dieta de D. rotundus. A
clivagem por enzimas de restricdo de um fragmento amplificado do gene mitocondria cyt-b,
como previsto no capitulo 1, foi muito Gtil para distinguir entre as espécies de presas mais
utilizadas na alimentac&o de D. rotundus na Amazonia brasileira.

N&o houve dlvidas quanto a identificacdo das presas em nenhuma das amostras
coletadas das fezes de D. rotundus em condicdes naturais. A identificagdo se deu tanto pela
andlise PCR-RFLP guanto pela técnica de segiienciamento de DNA para aguelas amostras em
gue as enzimas de restricdo ndo atuaram. Nestes casos, a andlise dos fragmentos amplificados
ndo digeridos que foram sequienciados indicou a presenca apenas do DNA do morcego. Esse

fato ja tinha sido previsto no nosso estudo preliminar (Capitulo 1) com morcegos em
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cativeiro, no qua agumas amplificagdes clivadas pelas enzimas de restricdo ainda tinham
produto da PCR de 380 pb, provavelmente oriundo do DNA amplificado do morcego. Uma
provavel explicacdo para afalta de DNA da presa nas fezes é a quantidade limitada de fezes
coletada de cada morcegos no campo. Em cativeiro, a abundancia de alimento oferecido aos
morcegos aumenta as chances das fezes conter grande quantidade de DNA da presa. No
campo, muitos dos morcegos capturados ndo estavam com o estdbmago cheio. Desta forma,
cada amostra podia ter uma propor¢gdo muito pequena do DNA da presa, impossibilitando
uma amplificacdo de boa qualidade para a digestdo enzimética. De fato, a maioria das
amostras coletadas foi suficiente apenas para uma extragdo de DNA, indicando que os
morcegos tinham ingerido pouco sangue da presa na noite da captura.

O sucesso nas amplificagdbes do DNA aqui observado (66%) foi semelhante ao
encontrado em outros estudos que usaram DNA degradado para investigar a relacéo presa
predador em condicdes naturais (Farrell et al., 2000; Lucchini et al., 2002; Agusti et al., 2003;
Ma et al., 2005; Juen & Traugott, 2007). Entretanto, menos da metade (44%) das amostras
fecais coletadas no lago Ayapua puderam ser identificadas, comparado com 72,7% de
identificacdes positivas dos rios Madeira-Aripuand. Este baixo niumero de amplificacdes
provavelmente esta relacionado as condicdes inadequadas de armazenamento das amostras
durante as excursdes no lago Ayapud, como mencionado nos métodos descritos. Por outro
lado, todas as amostras fecais coletadas nas excursdoes dos rios Madeira-Aripuana foram
acondicionadas em freezer. A degradacdo do DNA por endonucleases pode ser evitada em
condicdes de baixa temperatura, dessecacao rapida e alta concentracéo de sal (Frantzen et al.,
1998; Nsubuga et al., 2004). Um estudo realizado nos Alpes Italianos mostrou um sucesso de
amplificagcdo maior em amostras fecais de lobos (Canis lupus) coletadas na estagcdo fria
(Lucchini et al., 2002). Em um local quente e imido como a Amazonia, secar as fezes em
silica ndo foi suficiente para preservar o DNA das presas e nos, portanto, recomendamos
fortemente, em estudos futuros, o imediato congelamento das amostras e manutencdo das

mesmas a baixas temperaturas apds as col etas.

Ecologia da alimentacéo de Desmodus rotundus

As &reas de estudo possuem uma variedade de paisagens formadas por varzea, igapo,
terra firme, floresta ombrofila densa, campinaranas e campinas, 0 que provavelmente
ocasiona a existéncia de uma alta diversidade beta, tanto em termos de espécies vegetais como
animais (Haugaasen & Peres, 2005; Rapp Py-Daniel et al., 2007). Mamiferos de médio e
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grande porte como paca, cutia, anta, primatas e varias espécies de aves estdo presentes na
regido, principal mente nas areas de baixa densidade populacional da RDS Piagagu-Purus erio
Aripuand (Haugaasen & Peres, 2005; Cohn-Haft et al., 2007; Rohe, 2007). Estes animais
silvestres séo a fonte original de alimento para morcegos hemat6fagos, ou sgja, constituem-se
nas espécies para quais 0s vampiros adaptaram o seu comportamento alimentar, considerando
a escala de tempo evolutivo.

Diversos estudos tém mencionado que mamiferos de médio e grande porte sdo as
principais fontes de aimento de D. rotundus (Greenhall et al., 1983; Voigt & Kelm, 2006).
Os resultados das analises moleculares em nosso estudo n&o mostraram o consumo de animais
selvagens na andlise das 58 amostras fecais coletadas em ambientes antropizados. Morcegos
hemat6fagos visitam usualmente apenas uma presa por noite (Wilkinson, 1988). A auséncia
de DNA de animais selvagens nas fezes sugere que provavelmente os morcegos analisados
ndo haviam se alimentado deles anteriormente. |sso ap6ia a hipoétese da grande adaptabilidade
de D. rotundus a mudangas ambientais, aproveitando-se oportunisticamente da grande
disponibilidade de alimento de mamiferos e aves domésticos geramente disponiveis em
pequenas e médias comunidades rurais.

A auséncia da deteccdo de DNA de animais silvestres nas fezes dos morcegos
hematéfagos capturados indica que as areas das comunidades tornaram-se os lugares
prioritérios para a aimentagdo dessas populagdes. A busca de aimento por parte dos
morcegos hemat6fagos em areas de comunidades humanas pode também ser estimulada pela
caca, que virtualmente elimina mamiferos e aves silvestres de maior porte das &reas no
entorno das comunidades. Animais domésticos sdo presas faceis devido ficarem confinados
em um cercado ou galinheiro durante a noite e nd possuem adaptacbes contra tais
predadores, representando uma fonte de alimento acessivel, constante e abundante (Greenhall,
1988; Turner, 1975; Voigt & Kelm, 2006). Mesmo assim, 0 uso de animais selvagens néo
pode ser descartado e provavelmente ocorre em menor escala, fora dos arredores das
comunidades, o que dificulta a captura desses morcegos para andlises molecular a partir de
amostras de fezes. Devido a pequena taxa de captura de morcegos hemat6fagos em ambientes
de floresta primaria (Bernard, 2001; Bobrowiec, 2003; Peters et al., 2006) torna-se dificil
investigar o habito alimentar original dessas espécies em habitats ndo-antropizados.

Em locais onde existe a criacdo de bovinos, ocorre geramente o aumento das
populagbes de D. rotundus (Greenhall, 1988; Delpietro et al., 1992). Nossos dados
mostraram, no entanto, que a espécie de presa mais atacada por este morcego, nas condigoes

ambientais das areas de estudo, foram as galinhas. Contudo, quando a propor¢do de presas
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disponiveis foi estimada, nossos resultados indicaram que D. rotundus apresentou preferéncia
por porcos. A criagdo de porcos ndo foi muito freqliente entre as comunidades ribeirinhas
estudadas e 0 nimero de animais também foi baixo. Por outro lado, todas as comunidades
possuiam galinhas e praticamente cada casa tinha um galinheiro com 5 a 15 animais. Mesmo
assim, porcos representaram um terco da dieta de D. rotundus nas areas de estudo.

Nés argumentamos que animais de médio e grande porte podem suportar 0 atague de
mais de um morcego em uma mesma noite e assim sustentar e atrair mais individuos. 1sso
poderia explicar o ato consumo de porcos por D. rotundus. Além disso, a criagdo desses
animais em cercados facilita a predacdo pelos morcegos. Na comunidade Caviana, lago
Ayapud, e ltapinima, rio Madeira, foram observados porcos sendo sangrados por dois
individuos de D. rotundus a0 mesmo tempo. Galinhas pelo contréario, morrem guando
atacadas constantemente (Uieda, 1994). O mesmo autor observou, por outro lado, que porcos
grandes mantidos em cativeiro podem ser visitados por varios individuos de D. rotundus ao
mesmo tempo.

Presas maiores também tendem a atrair 0s morcegos para se aimentarem nas
comunidades. No lago Ayapud, trés individuos de D. rotundus que se alimentaram de porcos
foram capturados fora da comunidade que tinha este recurso. Estes morcegos provavel mente
estavam se dirigindo a um abrigo e néo procurando mais alimento em outro lugar. Os dados
de recaptura também mostraram gue os morcegos puderam se deslocar facilmente entre as
comunidades em um curto periodo de tempo (1 a 7 dias). Wilkinson (1984) demonstrou que
D. rotundus pode voar em uma noite o dobro da disténcia entre o abrigo diurno e o local de
forrageio. Estas informagdes sugerem que D. rotundus pode procurar alimento em mais de
uma comunidade, alternando o consumo de aves e mamiferos em diferentes noites.

Dados morfolégicos e comportamentais apdiam o consumo de mamiferos por D.
rotundus, mas as causas reais que levam a sua preferéncia ainda sdo desconhecidas.
Caracteristicas da capacidade locomotora quadripede de D. rotundus favorecem o consumo
de mamiferos (Schutt, 1998). No geral, morcegos vampiros s muito ageis e exibem
movimentos quadrupedes bastante complexos, mas D. rotundus € o Unico entre 0s morcegos
hematdfagos que pode correr e iniciar o véo pulando do chdo (Schutt & Simmons, 2006).
Essa habilidade permite que este morcego se aproxime de grandes presas como bois ou outros
mamiferos gque durmam no ch&o, pois pode escapar levantando voo rapidamente para evitar
ser pisoteado (Schutt & Simmons, 2006).

Uieda (1992) observou que em locais onde séo criadas galinhas e bovinos préximos

um do outro, D. rotundus n&o procurou visitar os galinheiros todas as noites. Este autor sugere
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gue galinhas sdo exploradas como uma fonte secundéria e aternativa de alimento quando
bovinos estdo disponiveis. Nés acreditamos que a quantidade de porcos disponiveis talvez ndo
sgja suficiente para sustentar a populagdo de morcegos que forrageiam nas comunidades. Por
isto, galinhas constituem uma fonte indispensavel de alimento, o que justifica seu alto
consumo. Em todas as comunidades onde havia porcos, também foi identificada a predagéo de
gainhas pelas andlises por PCR-RFLP. Desmodus rotundus é altamente suscetivel a privacéo
de alimento devido sua incapacidade de manter niveis adequados de glicose no sangue, a
ponto de morrer apds 2-3 noites consecutivas sem se alimentar (Freitas et al., 2003). Estima-
se que 30% dos individuos de uma populacdo deste morcego ndo conseguem alimento todas
as noites (Wilkinson, 1984). Como uma alternativa compensatoria de sobrevivéncia por mais
uma noite, morcegos aparentados podem compartilhar alimento através regurgitacdo de
sangue (Wilkinson, 1985).

Pelas informagfes acima citadas, D. rotundus utiliza preferencialmente mamiferos,
mas a identificagdo de boi e cachorro nas amostras fecais dos morcegos foi baixa,
considerando a abundancia desses animais em algumas comunidades. Em um trecho de 47 km
do rio Madeira, trés comunidades somaram quase 100 cabegas de gado. Cachorros ocorreram
em todos os locais visitados. Nossas observacdes de campo e os relatos dos ribeirinhos
confirmaram que a guns cachorros eram constantemente atacados.

O fato de cées e bois terem sido pouco representados em nossos resultados (n=3) pode
ser devido a uma consegiiéncia do método de captura dos morcegos. Provavelmente nés ndo
conseguimos capturar 0s morcegos que se alimentaram de bois e cachorros, na freqiiéncia que
estes ataques ocorriam naturalmente nas localidades. Isto deve estar relacionado ao fato destes
animais serem mantidos livres na area das comunidades. Durante as noites de capturas, eles
ficavam agitados com a nossa presenca e se afastavam dos locais onde as redes estavam
armadas. Muitos dos cachorros permaneciam latindo durante a noite toda devido estarem
incomodados com pessoas andando na comunidade em um horério incomum. No lago
Ayapu, no Baia, os bois sempre fugiram do cercado quando chagdvamos a noite para abrir as
redes. Esse comportamento dificultava ndo s a captura dos morcegos, mas possivelmente
evitava que estas presas fossem atacadas naquela noite. Delpietro (1989) observou que
guando bovinos e equinos dispersam o grupo pelo pasto ou ficam se movimentando a noite,
esse comportamento diminui o risco de predacdo por morcegos hematéfagos.

Somente na comunidade cachoeirinha, no rio Madeira, os bois eram mantidos em um
cercado de 15 x 15 m. Nés constatamos gue 0s animais eram atacados ha bastante tempo por

causa da grande quantidade de fezes encontradas em um abrigo noturno dos morcegos,
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localizado ao lado do cercado. O confinamento dos animais permitiu a captura dos dois
morcegos que tiveram amostras fecais coletadas com identificacdo positiva para boi apos a
andlise por PCR-RFLP. Nas comunidades Bacuri e Pinheiros do lago Ayapua foram
capturados trés individuos de D. rotundus com o estdmago cheio, apés terem atacado os
cachorros que dormiam préximos das redes. Como mencionado anteriormente, a falta de um
freezer para armazenar as amostras, provavel mente ndo permitiu preservar de forma adequada
0 DNA das presas para as andlises mol ecul ares.

Considerando que no lago Ayapua alguns morcegos foram capturados distantes da
fonte de alimento, a sub-amostragem de bois e cachorros provavelmente néo influenciou
nossa conclusdo sobre a preferéncia de D. rotundus por mamiferos. Morcegos que se
alimentaram de cachorros e bois também poderiam ter sido capturados nas redes armadas
longe desses animais, como ocorreu com quatro individuos de D. rotundus que se

alimentaram de porcos e foram capturados em comunidade que ndo possuiam esta presa.

Dieta de Diaemus youngi

A técnica de PCR-RFLP também mostrou-se eficaz no estudo da dieta de Diaemus
youngi, como indicado pelas andlises das amostras deste morcego coletadas em campo.
Diaemus youngi € conhecido naliteratura por preferir sangue de aves (Sazima & Uieda, 1980;
Carter et al., 2006), mas ocasionalmente pode consumir 0 sangue de mamiferos (Gardner,
1977; Uieda, 1992, 1993). Um estudo feito em cativeiro mostrou que esta espécie também
pode se alimentar de suinos e caprinos, mas somente quando galinhas ndo eram of erecidas aos
morcegos (Uieda, 1994).

Nossos resultados mostraram que, de fato, o principal item consumido por D. youngi
foram galinhas. Uma das amostras analisadas indicou o consumo de porco. Provavel mente,
este é o primeiro registro que comprova o consumo do sangue de um mamifero, no caso
porco, feito por D. youngi na natureza. Este individuo de D. youngi foi recapturado umavez e
a andlise das duas amostras fecais coletadas mostraram o consumo do sangue de gainha e
porco, indicando a flexibilidade alimentar deste morcego hemat6fago. Devido ao tamanho
amostral reduzido para esta espécie, nés ndo pudemos inferir sobre a freqliéncia com que
mamiferos podem ser atacados por D. youngi, mas possivelmente ocorre quando este morcego
ndo encontra aves domésticas ou selvagens para se alimentar. A competicdo com D. rotundus

por galinhas associada a falta de aves selvagens proximas a comunidade podem ter forgado D.
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youngi a atacar porcos. Esta presa pode suportar o atague de varios morcegos em uma noite
(Vieda, 1994).

Ser es humanos como fonte de alimento para Desmodus rotundus

Relatos de pessoas atacadas por morcegos hematéfagos sdo comuns em regides
remotas da América do Sul (McCarthy, 1989; Lopez et al., 1992; Schneider et al., 1996,
2001; Warner et al., 1999; Gongalves et al., 2002; Rosa et al., 2006; Uieda et al., 2002).
Embora n&o tenham sido coletadas amostras fecais contendo DNA humano, ataques causados
por D. rotundus em pessoas foram registrados em dois locais. A diferenca dos ataques a
humanos foi sua freqiéncia e abrangéncia do nimero de pessoas atacadas entre essas
comunidades. Em Tucunaré, rio Aripuand, os ataques eram comuns e estavam ocorrendo ha
muito tempo, enquanto que em Porto Seguro, rio Madeira, os atagues estavam concentrados
somente em uma casa e esta era a primeira vez que os moradores registraram ataques por
morcegos hematéfagos na comunidade. As habitacbes dos ribeirinhos possuiam diversas
aberturas que permitiam a entrada de morcegos ao interior das mesmas, caracteristica também
observada nas moradias das outras comunidades. Os animais de criacdo e domésticos usados
na alimentacdo de D. rotundus consistiam de galinhas e cachorros. A diferenca entre essas
duas comunidades esteve relacionada a criagcdo de porcos em Tucunaré, 0S quais eram
atacados por D. rotundus. No entanto, em outras quatro comunidades visitadas neste estudo
observou-se também que os moradores criavam porcos, mas ndo foram relatados casos de
pessoas atacadas nestes locais. 1sso indica que, a principio, o tipo de presa disponivel nas
comunidades parece ndo influenciar o ataque de morcegos hematéfagos a humanos.

Uma caracteristica contrastante entre as duas comunidades foi 0 nUmero de moradias e
consequentemente o nimero de pessoas que habitavam cada local. A comunidade Tucunaré
possuia cinco casas, enquanto que na comunidade Porto Seguro vivia mais de 50 familias.
Além disso, Porto Seguro era contigua a comunidade Jenipapo, que juntas somavam mais de
500 pessoas em um trecho de 2 km ao longo da margem do rio Madeira. Embora n&o testado
no presente estudo, a densidade populacional e o grau de perturbagdo das comunidades
ribeirinhas visitadas provavel mente ndo foram caracteristicas cruciais que determinaram o uso
de pessoas como fonte de alimento por D. rotundus.

Os motivos que levam morcegos hematofagos a se alimentar de humanos ainda séo
desconhecidos. O fato dos ataques a humanos ter ocorrido somente em alguns lugares sem

gue houvesse alguma caracteristica marcante em termos de recursos alimentares ou abrigos
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nas comunidades, sugere que este comportamento pode ser aprendido por uma proporgéo de
individuos das populacbes de D. rotundus em determinados locais. Ataques a seres humanos
provavelmente comegam a ocorrer nas comunidades quando as populagbes dos morcegos
aumentam muito, excedendo a quantidade de alimento disponivel. Neste momento, a
competicdo por alimento e a defesa por territério dificulta que morcegos jovens, que sairam
de sua col6nia recentemente, se alimentem dos animais domésticos. Devido a escassez de
presas, estes morcegos passam a usar seres humanos como uma fonte alternativa de alimento.
Isso pode estar acontecendo na comunidade Porto Seguro, pois segundo os moradores o
atague a humanos registrado aqui foi o primeiro a ocorrer na comunidade. Este evento ainda é
raro no local e estéo concentrados somente em uma familia cuja casa esta localizada no meio
da érea da comunidade, sugerindo gque o habito de se alimentar de pessoas ndo esta fixado na
populacdo de D. rotundus local.

Durante o cuidado parental das fémeas, este habito alimentar pode ser aprendido pelos
filhotes e fixado na populac&o dos morcegos. Jovens de D. rotundus podem ser alimentados
por regurgitacdo de sangue pelas maes (Wilkinson, 1984; Delpietro & Russo, 2002). Se o
sangue humano for repassado para os filhotes, esses morcegos passam a reconhecem o sangue
desta presa como um item da sua dieta. Fémeas também escoltam seus filhotes até as presas
(Wilkinson, 1985), que acabam aprendendo como se aproximar para se alimentar de humanos.
Quando o tamanho da populagdo de morcegos se normaliza, o habito de se alimentar em
humanos provavel mente persiste.

Em um povoado de Belize foi registrado um surto de atagues por D. rotundus apds 0s
porcos, a principal fonte de recurso dos morcegos, terem sido eliminados (McCarthy, 1989).
Resultados semel hantes foram observados em um vilarejo no Peru, com aumento da utilizag&o
de sangue humano apos a eliminacéo dos porcos (Lépez et al., 1992). No nordeste brasileiro,
0 transporte do gado para uma regido diferente a procura de pastagens melhores durante a
estacdo seca, pode ter sido a causa do aumento em de ataques a humanos neste periodo
(Gongalves et al., 2002). Isso indica que quando a populagdo dos morcegos passa por
privacao de alimento, presas alternativas passam a ser mais intensamente atacadas. Por isso, é
possivel prever o aumento do nimero de ataques a humanos em comunidades como a de
Tucunaré, caso 0s porcos sejam eliminados e medidas preventivas do controle da populacéo
dos morcegos hemat6fagos ndo forem tomadas com antecedéncia.

Os resultados descritos aqui mostraram que a técnica de PCR-RFLP foi muito atil no
estudo da dieta de morcegos hematéfagos que forrageiam em éreas de comunidades humanas

na Amazonia brasileira. Esta técnica fornece uma identificagcdo rdpida, econémica e precisa
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das espécies de presas mais atacadas por morcegos hematéfagos. Sua aplicacdo € ideal para
pequenos |laboratérios, especialmente nos paises em desenvol vimento como o Brasil, pois ndo
requer altos custos para a sua execucao. Técnicas mais onerosas de sequienciamento foram
exigidas somente em 17% das amostras. N6s observamos que D. rotundus atacou somente as
espécies de presas presentes na area das comunidades, com grande consumo de galinhas e
porcos. A flexibilidade da dieta de D. rotundus foi favorecida pela diversidade de animais
domeésticos e de criagcdo presentes nas comunidades, embora nossos resultados indicaram
preferéncia por porcos.

Desmodus rotundus ndo possui a capacidade de armazenar energia por muito tempo, o
gue indica uma atividade alimentar intensa. Porcos podem resistir o atague de varios
MOorcegos em uma mesma noite e por isso representam uma importante fonte de alimento para
morcegos vampiros. As pessoas tornam-se suscetiveis a atagues por D. rotundus nas
condi¢cBes encontradas nas comunidades estudadas, especiamente se ocorrer diminuicéo
abrupta na disponibilidade de animais domésticos e se alguns hemat6fagos da populagdo local

tiverem experiéncias anteriores bem sucedidas na obtencdo de sangue humano.
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Tabela 1. Lista das comunidades ribeirinhas amostradas, quantificagdo do nimero de moradias, galinheiros, porcos, bois e cachorros estimado de cada comunidade e o
nimero de capturas de Desmodus rotundus e Diaemus youngi. O nimero ao lado do nome de cada comunidade representa sua posicéo no mapa da Figura 1. nd = ndo
determinado.

Presas Capturas

Comunidades Moradias  Galinheiros Bois Porcos Cachorros D. rotundus D. youngi
Lago Ayapud, rio Purus

1 Pinheiros 4 8 0 0 6 25 3

2 Caviana 4 5 0 3 5 25 1

3 Bacuri 7 5 0 0 11 12 0

4 Baa 1 2 10 0 2 11 0

5 Evaristo 3 4 0 0 6 13 0
Rio Madeira

6 Cachoeirinha 8 nd 20 0 nd 3 0

7  Porto Seguro >50* nd 0 0 nd 12 0

8  Jenipapo >50 nd 0 0 nd 15 0

9  Macaco Prego 8 4 0 0 nd 0 0
10 Itapenima 4 3 47 4 nd 8 0
11 Vencedorzinho 4 4 0 2 nd 6 1
12 Redeza 2 1 0 0 nd 0 0
13 Sdo Carlos 3 2 30 0 nd 1 0
14 SantaRosa 6 5 0 0 nd 5 0
15 SantaRita 6 2 0 0 nd 1 0
Rio Aripuana

16 Tucunaré 5% nd 0 10 nd 7

17 S&o Migue 5 5 0 2 nd 13 1
18 Arauazinho 5 1 0 0 nd 0 0

* comunidade com pessoas atacadas pelo morcego hematéfago D. rotundus.
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Tabela 2. Dados de captura dos morcegos hemat6fagos, nimero de amostras fecais coletadas, amplificacOes

positivas e nimero de presas i dentificadas nas comunidades ribeirinhas amostradas dos rios Madeira, Aripuana e

no lago Ayapua. Entre parénteses indica a niimero de amostras de Diaemus youngi analisadas.

Locais Noites Capturas Amostras PCR Identificacéo
D. rotundus D. youngi fecais positivo positiva
Rio Madeirae Aripuana 17 71 2 33(2) 26 (2) 24 (1)
Lago Ayapua* 30 86 4 55 (4) 32(4) 24 (3)
Total 47 157 6 88 (6) 58 (6) 48 (4)

* incluindo recapturas

Tabela 3. Espécies de presas identificadas pelo método de PCR-RFLP usando o DNA das fezes dos morcegos

hemat6fagos capturados nas comunidades ribeirinhas dos rios Madeira, Aripuana e lago Ayapua (porcentagem

entre parénteses).
Presa D. rotundus D. youngi
Rio Madeira-Aripuana  Lago Ayapua Total
Galinha 15 (65,2) 12 (57,1) 27 (61,4) 3(75,0)
Boi 2 (87 0 2 (4,5) 0
Porco 6 (26,1) 8 (38,1) 14 (31,8) 1 (25,0)
Humano 0 0 0 0
Cachorro 0 1 (4,8 1 (23 0
Tota 23 21 44 4
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Figura 1. Mapa das &reas de estudo nos rios Madeira, Aripuand e lago Ayapud, no rio Purus localizados na
Amazonia Central. Os quadrados em preto representam os locais de captura dos morcegos hematéfagos e os
numeros correspondem as comunidades ribeirinhas amostradas. Para detal hes dos nomes das comunidades ver a
Tabela l.



Figura 2. Comunidades ribeirinhas amostradas e redes posicionadas em frente aos abrigos das presas dos

morcegos hematéfagos. @) comunidade S&o Miguel no rio Aripuand; b) comunidade Bacuri no lago Ayapug; c)
rede de neblina armada em frente a uma pocilga da comunidade Caviana no lago Ayapug; d) rede de neblina
armada em frente a um galinheiro na comunidade Santa Rita no rio Madeira.
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Figura 3. Animais de criagdo e domésticos recém atacados por D. rotundus. ab) cachorros com sina de

sangramento nas costas provocado pelo ataque do morcego D. rotundus enquanto estas presas dormiam na
comunidade Bacuri, lago Ayapua; c) porco sangrando no focinho provocado pelo ataque de D. rotundus,
enquanto dormiam em uma pocilga contraida sob o assoal ho de uma casa da comunidade Itapinima, rio Madeira;
d) filhote de porco mordido na orelha e pata dianteira direita por D. rotundus na comunidade Caviana, lago
Ayapua.
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Figura 4. Morcegos Diaemus youngi e Desmodus rotundus aimentando-se de animais de criagdo e fezes

encontradas sob um abrigo noturno. @ Diaemus youngi ao atacar uma galinha na comunidade Pinheiros, lago
Ayapug; b) Desmodus rotundus dentro de um galinheiro na comunidade Santa Rita, rio Madeira. Note os
poleiros das galinhas manchados de sangue devido aos ferimentos provocados pelas mordidas dos morcegos
hematéfagos; c¢) individuo de D. rotundus dentro de uma pocilga enquanto se aimentava na comunidade
caviana, lago Ayapug; d) fezes de D. rotundus encontradas no assoal ho de uma casa usada como abrigo noturno,

|oclizada ao lado de um cercado com bois na comunidade Cachoeirinha, rio Madeira.
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Figura 5. Padrfes de restricéo gerados pela analise PCR-RFLP a partir de amostras de fezes dos morcegos capturados nas comunidades ribeirinhas. Em cada mini-gel, as duas

ultimas colunas mostram produtos amplificados a partir do DNA do sangue da presa e as demais colunas correspondem a amostras de fezes.
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CONCLUSOES

As principais conclusdes obtidas no presente estudo quanto a utilizacdo de técnicas
mol ecul ares na identificagdo das presas atacadas por morcegos hematéfagos, bem como sobre

apreferéncia alimentar desses morcegos, sdo resumidas abaixo:

Capitulo 1.
Desenvolvimento de método molecular para identificacdo das presas atacadas pelo

mor cego hemato6fago Desmodus rotundus (Chiropter a)

e O método utilizado (CTAB modificado) para extragdo do DNA genémico total, tanto de
amostras de sangue das cinco espécies de presas estudadas (galinha, boi, porco, humano e
cachorro), quanto das fezes de D rotundus, aimentado em cativeiro com sangue destas

presas, foi extremamente eficiente mostrando excelente qualidade e quantidade do DNA.

e Os marcadores universais utilizados para amplificar uma regido do gene citocromo b do
genoma mitocondrial de vertebrados possibilitaram obter via PCR, um fragmento de 380
pb a partir do DNA extraido de amostras de sangue de cinco espécies de presas (galinha,
boi, porco, humano e cachorro), assm como das amostras fecais de D. rotundus
alimentado com sangue destas mesmas espécies. A amplificagdo ocorreu com sucesso
mesmo considerando-se a possibilidade de degradagdo do DNA durante a passagem pelo
trato digestivo do morcego.

¢ O seqguienciamento dos produtos da PCR obtido do DNA extraido de amostras de fezes do
morcego D. rotundus alimentado em cativeiro com sangue das cinco espécies de presa
testadas e sua comparagdo com sequéncias da mesma regido do genoma depositadas no
banco de dados do GenBank, permitiram validar a origem do DNA analisado (presa ou do
morcego D. rotundus). Os resultados mostraram que o0 DNA amplificado das amostras de
fezes correspondeu em todos os casos, a0 DNA da espécie de presa cujo sangue foi

utilizado para alimentar o morcego em cativeiro.

e A técnica PCR-RFLP mostrou-se uma ferramenta Gtil na identificacdo inegquivoca das

espécies de presas (galinha, boi, porco, homem e cachorro) atacadas por D. rotundus, a
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partir de andlises do DNA extraido das fezes do morcego. Cinco enzimas de restricéo (Hae
I11, Rsa I, Xho I, Bmg Bl e Taq I) foram selecionadas e testadas neste estudo. O uso da
enzima Hae |1l em combinag&o com uma das outras quatro enzimas, produziu padrbes de
fragmentos diferentes para as espécies de presas testadas, permitindo a identificacdo de
cada espécie de presa pela andlise PCR-RFLP utilizando duas enzimas de restri¢éo apenas.
A técnica permite também quantificar o uso desses recursos em condi¢cdes naturais,
tornando possivel conhecer a preferéncia por tipo de presa, variagdo sazonal no consumo
dos diferentes recursos disponivels, diferencas na preferéncia alimentar entre machos e

fémeas e diferencas populacionais.

e Os padrdes de clivagem esperados, a partir da andlise dos sitios de restricdo presentes no
fragmento homdlogo ao citocromo b utilizado neste estudo para espécies de mamiferos e
aves selvagens, potencialmente atacadas por D. rotundus na Amazbnia brasileira,
mostraram-se totalmente diferenciados dagueles encontrados para as cinco espécies de
presas domeésticas testadas. Isso demonstra que a combinagdo das enzimas de restricéo
utilizadas no presente estudo permite a identificacdo inequivoca de galinha, boi, porco,
homem e cachorro, sem a possibilidade de confundir com espécies de presas silvestres do

morcego.

e A técnica PCR-RFLP mostrou-se como um método mais econdémico e répido no estudo
sobre a caracterizagdo da dieta do morcego hematéfago D. rotundus, comparada com

técnicas que envolvem o seqiienciamento direto do produto da PCR.

Capitulo 2.
Caracterizacdo da dieta do morcego hematéfago Desmodus rotundus na Amazobnia

brasileira usando a técnica molecular PCR-RFLP

e No presente estudo foi possivel detectar, com base no método PCR-RFLP desenvolvido,
quatro espécies de presas na dieta de D. rotundus coletados em condicdes naturais. Nao
houve dlvidas quanto a identificacdo das presas em nenhuma das amostras analisadas a
partir de fezes de D. rotundus. A investigacdo realizada em comunidades ribeirinhas
localizadas no médio rio Madeira, rio Aripuana e lago Ayapua, rio Purus, mostrou que
gdinha foi a espécie de presa mais consumida (62% das amostras) por D. rotundus,

seguida por porco (31%), boi (4%) e cachorro (2%). A andlise ndo indicou o consumo de
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animais silvestres pelo morcego, sugerindo que 0s morcegos estdo visitando as
comunidades humanas somente em busca de alimento. O consumo de sangue de animais
silvestres por parte dos vampiros capturados nestas comunidades provavelmente é

inexistente ou raro.

As poucas comunidades que criavam porcos apresentavam grande concentragdo de
individuos de D. rotundus com DNA de deste suino nas fezes. Comparado com galinhas,
0S pOorcos possuem porte maior e por isso podem ser atacados por varios morcegos em uma
mesma noite, permitindo provavelmente a manutencdo de uma populacdo maior de
morcegos do que em comunidades onde sdo criadas apenas galinhas. Mesmo assim,
galinha constitui um recurso alimentar presente em todas as comunidades, sendo

importante especialmente onde ndo ha criagdo de porcos e outros animais de maior porte.

O acondicionamento em baixas temperaturas (-20 °C) das amostras fecais coletadas é

essencial para o sucesso de amplificagdo do DNA extraido dessas fezes.

Os dados de recaptura dos morcegos marcados no lago Ayapua, mostraram que individuos
de D. rotundus se movimentam com freqUéncia entre as comunidades, especialmente
aquelas localizadas em uma mesma margem de rio. A identificagdo por PCR-RFLP das
presas atacadas, associada a sua disponibilidade nas comunidades, revelou que D. rotundus
pbde voar disténcias de aproximadamente 5 km em uma mesma noite, incluindo cruzar rios

de 1,5 km de largura.

Também foi possivel identificar com o méodo PCR-RFLP desenvolvido, itens da dieta de
outra espécie de morcego hemat6fago Diaemus youngi. Este morcego teve preferéncia por
sangue de gainhas sendo que porco também foi detectado como fonte de alimento.
Diaemus youngi é conhecido por ter habito alimentar especializado em aves e 0 consumo
de sangue de mamiferos por D. youngi € considerado um evento raro naliteratura. Por isso,
este € o primeiro registro confirmando o consumo de sangue de um mamifero por D.

youngi em condigdes naturais.
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