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RESUMO

A fragmentagdo ¢ perda de habitat levam a diminuicdo da quantidade ou variedade de
alimentos e 4area de vida, deixando populagdes mais vulneraveis a efeitos ambientais.
Chiroptera ¢ uma das ordens de maior sucesso dentre os mamiferos e participa ativamente de
processos ecoldgicos. Todavia podem responder de forma negativa a fragmentagdo, e este
efeito pode variar interespecificamente. Assim, determinar a magnitude dos impactos da
fragmentacdo nas populacdes de morcegos pode ser util no sentido de detectar a sensibilidade
de espécies a esse disturbio, facilitando propostas de medidas preventivas e de manejo. Dentre
as varias ferramentas que podem ser utilizadas para determinar os mecanismos subjacentes
aos efeitos diferenciais de disturbios antrépicos, aquelas que fazem uso de métodos e
conceitos da Fisiologia sdo consideradas como altamente promissoras, sendo que qualquer
parametro fisiologico que indexe o estado de saide de um organismo e que possa ser medido
em diversas condi¢des tem o potencial de ser utilizado para determinar se o animal estd
experimentando uma situacdo de estresse. Um dos principais protocolos para determinar a
resposta ao estresse em vertebrados ¢ a comparagdo da concentragdo dos niveis de base de
hormodnios glucocorticoides e a resposta hormonal a um estimulo indutor de estresse.
Complementarmente, a determina¢do de indices de condigcdo corporea pode auxiliar na
detec¢do de efeitos de impactos ambientais por indicarem o status fisioldgico dos individuos
relacionado a nutri¢do, acimulo de gordura, massa muscular e estrutura esquelética, além de
estarem potencialmente relacionados com fitness evolutivo. O principal objetivo desta
pesquisa foi analisar as respostas das espécies Artibeus lituratus, Carollia perspicillata e
Sturnura lillium aos efeitos da fragmentacdo da Mata Atlantica através da quantificacdo e
comparagdo do perfil de hormoénios glucocorticdides e da condicdo corporea. Além de
diferengas no tamanho corpdreo, essas espécies apresentam diferencas no uso da paisagem, o
que pode refletir numa sensibilidade diferencial aos efeitos da fragmentagdo. O estudo foi
realizado fragmentos florestais localizados nos municipios de Fénix e Sdao Pedro do Ivai,
noroeste do estado do Parana, sul do Brasil e numa area de mata continua, controle do estudo
por ndo sofrer os efeitos da fragmentacdo, localizada no Parque Nacional do Iguacu, Foz Do
Iguacu, Parand, durante as estagdes seca e chuvosa nos anos de 2011 a 2013. Verificou-se que
existem diferencas na condicao corporea de individuos de A.lituratus, em relagao ao tipo de
habitat e estacdo do ano, sendo que em ambiente fragmentado e durante a estagdo seca,
animais dessa espécie apresentam melhor condi¢do corporea. Nao foi possivel determinar a
condicdo corporea das populacdes de C. perspicillata e para S. lillium ndo foram verificadas
diferencas na condi¢do corporea entre os ambientes. A concentragdo de cortisol apds estresse
induzido foi determinada apenas para A. lituratus e ndo foi houve diferenca entre os
ambientes ou entre as estacoes. Esses resultados corroboram a hipotese de que a espécie A.
lituratus, em situagdes menos favordveis, ¢ capaz de manter a condicdo corpérea. Esta
capacidade confere uma vantagem adaptativa em situacdes aonde o ambiente ¢ modificado de
forma rapida e imprevisivel e, portanto, constitui um atributo que permite a esta espécie
tolerar os efeitos da fragmentacao.

Palavras-chave: Estresse. Fragmentagdo. Cortisol. Condic¢ao corporea. Chiroptera.



ABSTRACT

The fragmentation and habitat loss led to a decrease in quantity or variety of food and living
area, leaving populations morev ulnerable to environmental effects. Chiroptera is one of the
most successful order among mammals and actively participates in ecological processes.
However may respond negatively to fragmentation, and this effect can vary interspecific.
Thus, assess the magnitude of the impacts of fragmentation on bat populations can be useful
in order to detect the sensitivity of species to this disorder, making proposals for preventive
measures and management. Among the various tools that can be used to determine the
mechanisms underlying the differential effects of human disturbance, those who make use of
methods and concepts of physiology are considered as highly promising, and any
physiological parameter that indexes the state of health of an organism and which can be
measured under various conditions has the potential to be used to determine whether the
animal is experiencing stress situation. One of the main protocols to determine the stress
response in vertebrates is to compare the concentration of baseline levels of glucocorticoid
hormones and hormonal response to a stimulus inducing stress. In addition, the determination
of indexes of body condition can help detect effects of environmental impacts because they
indicate the physiological status of individuals related to nutrition, fat accumulation, muscle
and skeletal structure, and are potentially related to evolutionary fitness. The main objective
of this project was to analyze the responses of species Artibeus lituratus, Carollia
perspicillata and Sturnira lillium to the effects of fragmentation of the Mata Atlantica through
the quantification and comparison of the profile of glucocorticoid hormones and body
condition. Besides differences in body size, these species differ in the use of the landscape,
which may reflect a differential sensitivity to the effects of fragmentation. The study was
conducted in forest fragments located in the cities of Fénix and Sao Pedro do Ivai , northwest
of Parana State , southern Brazil, and in an area of continuous forest, the study control, since
it does not suffer the effects of fragmentation, located in the Parque Nacional do Iguagu, city
of Foz Do Iguacu, Parana State, during the dry and rainy seasons in the years 2011-2013 .It
was found that there are differences in the body condition of individuals A./ituratus in relation
to habitat type and season, with animals of this species having better body condition in
fragmented environment and during the dry season. It was not possible to determine the body
condition of the populations of C.perspicillata and no differences were observed in body
condition between environments to S./illium. The cortisol concentration after stress induced
was determined only for A. lituratus and there was no difference between the environments or
between seasons. These results corroborate the hypothesis that the species A. lituratus is able
to maintain body condition in less favorable situations. This capability provides an adaptive
advantage in situations where the environment changes rapidly and unpredictably, and thus it
is an attribute that enables this kind to tolerate the effects of fragmentation .

Key words: Stress. Fragmentation. Cortisol. Body condition. Chiroptera.
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1.INTRODUCAO

No Brasil, a problematica da fragmentagdo como agente responsavel pela reducao da
biodiversidade ¢ amplamente reconhecida e discutida (TURNER, 1996; TABARELLI et al.,
1999; PERES et al., 2010; PUTZ et al., 2011). Em particular, o bioma Mata Atlantica tem
recebido especial interesse nesta discussdo por ser um dos biomas cuja biodiversidade,
considerada uma das maiores do mundo, esta sofrendo altas taxas de impacto devido a este
problema. (MYERS et al., 2000; TABARELLI et al., 2010).

A grande maioria dos estudos que procura determinar os efeitos da fragmentacdo faz
uso de determinadas espécies, ou grupo de espécies, as quais possuem certos atributos que
respondem diretamente a fragmentagdo. Morcegos (Ordem Chiroptera) sdo considerados
excelentes bioindicadores para estudos de alteracdo de habitat, uma vez que morcegos
prestam uma ampla gama de servicos ao ecossistema e, portanto, refletem o estado das
populacdes de plantas de que se alimentam e polinizam, bem como a produtividade das
comunidades de insetos. Populagdes de morcegos sdo afetadas por uma ampla gama de
fatores de estresse que também afetam muitos outros taxa. Em particular,
alteracdes nos numeros ou na atividade de morcegos podem estar relacionadas a mudangas
climéticas, a deterioragdao da qualidade da agua, a intensificacdo da agricultura, a perda e a
fragmentacao de florestas, a doencgas, ao uso de agrotoxicos e a caga excessiva (JONES et al.,
2009).

Apesar de sua grande capacidade de deslocamento devido ao v0o estdo sujeitos aos
efeitos negativos da fragmentacao local e reducao do habitat (FENTON et al., 1992). Como
por exemplo, estudos demonstraram que algumas espécies evitam forragear sobre areas
abertas, evidenciando uma relacao direta entre a diminui¢ao da cobertura florestal e a reducao
das populacdes locais de morcegos (RACEY; ENTWISTLE, 2003).

De forma geral, a distingdo entre espécies sensiveis e tolerantes de morcegos se baseia
quase que exclusivamente na comparagdao da abundancia relativa entre areas fragmentadas e
ndo-fragmentadas (FENTON et al., 1992; SCHULZE et al., 2000; ESTRADA, 2002). Alguns
trabalhos demonstram que as comunidades de morcegos tendem a ser menos diversas e
dominadas por poucas espécies em areas fragmentadas (BROSSET et al., 1996, COSSON et
al., 1999; FENTON et al., 1992; REIS; MULLER, 1995), além de trabalhos documentarem
um efeito positivo da fragmentacdo para algumas espécies (COSSON et al., 1999; SCHULZE
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et al., 2000), sugerindo que, apesar de algumas espécies de morcegos serem negativamente
afetadas por este distirbio, outras espécies parecem ser tolerantes na medida que suas
abundancias se mantém constantes ou mesmo aumentam em areas fragmentadas. Esta
abordagem assume que a fragmentagdo atua como filtro seletivo, sendo permeavel a espécies
tolerantes (CASTRO-ARELLANO et al., 2007; PRESLEY et al., 2008) e impedindo ou
dificultando a manutengdo de espécies sensiveis (FAHRIG; MERRIAM, 1994; ZUIDEMA et
al,1996; DRINNAN, 2005). Todavia, a simples comparacao deste parametro somente aponta
um padrdo, mas ndo esclarece quais sdo as bases mecanicisticas subjacentes que podem
responder por estas diferengas. Além do mais, conforme demonstrado por Henry e
colaboradores (2007) em um estudo sobre os efeitos da fragmentacdo em duas espécies de
morcegos do género Artibeus, apenas dados ecoldgicos podem ndo ser suficientes para
determinar a tolerancia de espécies de morcegos a fragmentacado e, inclusive, podem levar a
intepretagdes erroneas.

Dentre as varias ferramentas que podem ser utilizadas para determinar os mecanismos
subjacentes aos efeitos diferenciais de disturbios antropicos, aquelas que fazem uso de
métodos e conceitos da Fisiologia sdo consideradas como altamente promissoras. As bases
tedricas para a utilizagdo dos métodos e conceitos da fisiologia em estudos de cunho
conservacionista estdo embutidas em um novo campo de pesquisa, a Fisiologia da
Conservacao, a qual unifica, em um protocolo coeso, a Fisiologia e a Biologia da
Conservagdo, e que pode ser definida como o estudo das respostas fisiologicas dos
organismos as alteragdes antropicas sobre o ambiente, as quais podem causar ou contribuir
para o declinio das populacdes (CAREY, 2005; WIKELSKI; COOKE, 2006; COOKE;
O‘CONNOR, 2010). A abordagem proposta pela Fisiologia da Conservag¢do vai além da
descricdo de padrdes, incluindo também um detalhamento dos fatores mecaniciticos
subjacentes aos problemas da conservagdo. Assim, os métodos e conceitos da Fisiologia
podem ser particularmente uteis para mensurar os efeitos de distirbios de origem antropica e
para auxiliar na compreensdo dos mecanismos subjacentes aos efeitos diferencias destes
distarbios. Este protocolo vem sendo largamente utilizado para quantificar e predizer
principalmente o impacto de mudangas climaticas em uma série de organismos (PORTNER;
FARREL, 2008; SOMERO, 2010). Com relagdo a estudos sobre os impactos da
fragmentacao, sua aplicagdo € ainda incipiente, mas ndo menos promissora (JOHNSTONE et
al., 2010; JANIN et al.., 2011). Para morcegos, o unico estudo que fez uso de informagdes
fisiologicas para determinar o grau de impacto e a sensibilidade das espécies a fragmentagao

foi conduzido por Henry e colaboradores (2007).
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A premissa basica da Fisiologia da Conservacdo ¢ a de que somente as populacdes
cujos individuos apresentam a capacidade de manter o equilibrio interno (homeostase) em
resposta a variagcdes ambientais seriam aquelas capazes de manter populagdes viaveis apos
distarbios de natureza antrépica (WIKELSKI; COOKE, 2006). Dentro do contexto acima,
qualquer parametro fisioldgico que indexe o estado de saide de um organismo e que possa ser
medido em diversas condi¢des tem o potencial de ser utilizado para determinar a capacidade
homeostatica de um animal e determinar e o animal esta experimentando uma situacdo de
estresse.

A aplicabilidade desta premissa em questdes conservacionistas estd baseada em dois
modelos conceituais (modelo da capacidade alostatica — MCEWEN; WINGFIELD 2003;
2010; modelo do escopo reativo — ROMERO et al.,, 2009; ROMERO, 2012), os quais
convergem em diversos aspectos relativos a interpretagdo da capacidade homeostatica.
Basicamente, estes modelos assumem que as espécies apresentam uma série de ajustes
fisiologicos e comportamentais, cuja flexibilidade e magnitude sdo suficientemente adequadas
para manter a homeostase em resposta 4 variagdes circadianas e sazonais que fazem parte do
repertorio normal de seus ciclos de vida. Assim, a amplitude destas respostas definem as
limitagdes fisioldgicas e comportamentais que podem ser utilizadas para manter a
homeostase. As alteragdes ambientais que apresentam magnitudes maiores do que aquelas
normalmente experimentadas (tais como aquelas potencialmente induzidas por alteracdes
antropicas) ndo podem ser minimizadas pelos mecanismos homeostaticos e acarretam em uma
situagdo de estresse. Este ponto critico de sobrecarga no sistema homeostatico se traduz em
um estado fisiologico caracterizado por alteracdes no estado de satide do animal que, se
persistente ao longo do tempo, levam a morte do individuo e, consequentemente, a extingao
local da populagao. Portanto, dentro do contexto de espécie tolerante e sensivel, as espécies
mais tolerantes aos efeitos da fragmentacdo seriam aquelas que possuem mecanismos
fisiologicos amplos o suficiente para evitar a sobrecarga no sistema homeostatico.

Um dos principais protocolos para determinar a resposta ao estresse em vertebrados €
a comparag¢do da concentracdo dos niveis de base de hormonios glucocorticoides e a resposta
hormonal a um estimulo indutor de estresse (GOYMANN et al., 2002; ROMERO, 2002;
WINGFIELD; KITAYSKY, 2002; WALKER et al.,, 2005; REEDER; KRAMER, 2005;
KLOSE et al., 2006). Os hormoénios glucocorticoides, cortisol e corticoesterona, sao o0s
principais mediadores fisiologicos relacionados a resposta a um estimulo em vertebrados
(WINGFIELD et al., 1997; SAPOLSKY et al., 2000; ROMERO, 2002). Os efeitos desses

hormonios no organismo variam de acordo com sua concentracdo, sendo primordialmente
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relacionada com a regulagdo energética, especificamente com a gliconeogénese,
(WINGFIELD, 1994; WINGFIELD et al., 1997). Sua concentragdo pode variar dentro da
faixa homeostatica normal, em resposta as variacdes sazonais e diarias do ciclo de vida
(BUSCH; HAYWARD, 2009; ROMERO et al., 2009). Contudo, em situagcdes de aumento
cronico da concentragdo, podem haver efeitos deletérios no organismo, pois pode haver
inibicdo do sistema imune, deple¢do das reservas energéticas, inibicdo da reprodugdo e do
crescimento, e queda geral no estado de satide do animal (BUSCH; HAYWARD, 2009; CYR;
ROMERO, 2009; ROMERO et al., 2009).

Alteragdes antropicas sdo consideradas potencialmente estressoras a ponto de levarem
a uma sobrecarga do sistema homeostatico e, neste sentido, poderiam causar alteracdesno
nivel de base desses hormdnios em animais silvestres, além de modificar o padrao de resposta
hormonal a um estimulo estressor. De fato, diversos estudos tém utilizado analises do perfil
dos hormonios glucocorticoides para determinar a magnitude das respostas homeostaticas de
diversas espécies em respostas a alteracdes ambientais e, consequentemente, determinar a
magnitude deste impacto (FOWLER, 1999; WIKELSKI et al., 2002; TURNER et al., 2003;
ELLENBERG et al., 2007). Estudos que usaram estas andlises para averiguar
especificamente as respostas a fragmentacdo sdao recentes (SUORSA et al., 2003;
MARTINEZ-MOTA et al., 2007; JANIN et al., 2011) e, apesar do seu comprovado potencial,
ainda sdo incipientes no Brasil. Em morcegos, andlises do perfil hormonal de cortisol e
corticoesterona foram realizadas em poucas espécies (REEDER et al., 2004a; 2004b; KLOSE
et al., 2006; LEWANSKI et al., 2012; NAVARRO-CASTILLA et al., 2013), e dentre estes,
sdo ainda mais raros os que t€ém como objetivo principal analisar estas respostas em fungao da
alteracdo ambiental induzida por a¢des antropicas (NAVARRO-CASTILLA et al., 2013).

Uma questdo importante a se levar em consideragdo quando se trabalha com
hormonios glucocorticoides € a possivel existéncia de uma variagdo sazonal nos niveis desses
hormdnios (ROMERO, 2002). De maneira geral, essa variacdo estd relacionada com o
periodo reprodutivo, no entanto nao € possivel estabelecer padrdes ou predizer quais espécies
apresentam essa caracteristica. Uma vez que os hormodnios glucocorticoides apresentam um
papel fundamental na mobilizagdo de energia, isso implicaria em um aumento das
concentragcdes em periodos do ano mais custosos energeticamente (ROMERO, 2002).

Outro parametro complementar que pode trazer respostas interessantes relacionadas as
respostas fisiologicas aos efeitos da fragmentacdo ¢ o indice de condi¢do corpdrea. A
condi¢do corpdérea pode ser definida como o estado energético ou nutricional de um

individuo, em especial, o tamanho relativo das reservas de energia, tais como gordura e
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proteinas (KREBS; SINGLETON 1993; GOSLER, 1996, SCHULTE-HOSTEDDE et al.
2001). Um indice de condi¢do corporea ¢ uma métrica morfologica, bioquimica ou
fisiologica, que pode ser um indicativo do status fisiologico do animal (PEIG; GREEN,
2009). Este status fisioldgico esta potencialmente relacionado com a aptidao, pois pode ser
um indicador do sucesso de forrageio, habilidade de confronto, e habilidade em lidar com
pressdes ambientais, os quais em ultima instancia podem interferir no sucesso reprodutivo
(DOBSON, 1992; PEIG; GREEN, 2009).

A aplicabilidade destes indices em estudos de conservacao, assim como as diversas
maneiras utilizadas para seu calculo, forma extensivamente discutidas por Stevenson e Woods
Jr., (2006). Basicamente, espera-se que as espécies que conseguem manter uma condi¢do
corporea mais elevada, mesmo em condi¢des de estresse potencial, seriam aqueles que
possuem mecanismos fisiologicos e comportamentais mais ajustados para evitar sobrecarga
no sistema homeostatico. Por exemplo, no caso das medidas do perfil hormonal descritas
acima, a comprovacao de que as espécies estdo realmente sofrendo estresse pode ser aferida
quando ha uma significativa e negativa correlagdo entre os niveis circulantes de hormdnios e a
condi¢do corporea (MILLER; BRADSHAW, 1979; BRADSHAW, 2007). Neste sentido,
estes indices podem ser utilizados como medidas complementares a quantificagdo de outros
componentes do sistema homeostatico.

O método mais preciso para determinar este parametro € a estimativa da massa lipidica
via andlise quimica da carcaca (SPEAKMAN, 2001), o que nem sempre ¢ possivel, seja por
motivos éticos ou impossibilidade de sacrificio de animais j& vulnerdveis, ou até mesmo
ameacados localmente. Desta maneira, medidas indiretas vém sendo testadas no intuito de
inferir o mais precisamente possivel esses parametros, causando o menor disturbio possivel
aos individuos considerados, como ¢ o caso das andlises de condutincia corpdérea ou de
bioimpedancia (SPEAKMAN, 2001). Considerando a tomada de dados em campo, o método
indireto mais adequado para propdsitos conservacionistas € aquele que deriva a condigdo
corporea a partir de medidas morfologicas, baseando-se numa relacdo entre a massa dos
individuos e alguma medida linear de tamanho (STEVENSON;WOODS, 2006).

Apesar do indice de condicdo corpdrea ser uma ferramenta potencialmente util em
estudos de conservacdo, os poucos estudos em morcegos que quantificaram a condigdo
corporea utilizaram este indice como ferramenta auxiliar para analisar os efeitos da infestagao
de parasitas sobre parametros hematoldgicos e imunologicos, ou para determinar a influéncia
da condi¢do corporea no desenvolvimento sexual de uma espécie (SPEAKMAN; RACEY,
1986; CHRISTE et al., 2000; KANUCH et al., 2005).
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Em sintese, a andlise dos efeitos da fragmentacdo requer andlises das respostas
individuais a estes efeitos, e tal abordagem pode ser feita pela andlise de parametros
fisiologicos que indexam a capacidade homeostatica. E sobre este prisma que o presente
projeto esta embasado: o uso das ferramentas e conceitos da fisiologia, em especial padrdes
hormonais e andlise da condi¢do corpdrea, para tratar da tematica dos efeitos diferencias da

fragmentacdo sobre espécies de morcegos da Mata Atlantica.
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2.0BJETIVOS E HIPOTESES

O principal objetivo deste trabalho foi analisar as respostas de diferentes espécies de
morcegos aos efeitos da variagdo sazonal e da fragmentagdao da Mata Atlantica, através da
quantificagdo e comparacgao do perfil de hormonios glucocorticoéides e da condigdo corporea.
O estudo foi realizado em areas fragmentadas de Mata Atlantica no noroeste do estado do
Parana e no Parque Nacional de Iguagu, Foz do Iguagu, também no Parand (ver detalhes
abaixo sobre a 4rea de estudo) e concentrou-se em trés espécies de morcegos frugivoros da
Familia Phyllostomidae, Artibeus lituratus, Carollia perspicillata e Sturnira lilium. Apesar de
estas trés espécies serem consideradas tolerantes a fragmentagdo (FENTON et al., 1992),
existem diferengas associadas a historia de vida destas espécies que permitem sugerir
diversidade na forma como respondem a esse distirbio. Por exemplo, um dos fatores que mais
influenciam na capacidade de morcegos em tolerar os efeitos desse disturbio esta associado a
capacidade de deslocamento na matriz. O deslocamento pela matriz pode estar relacionada
com a ofertade recursos (GALINDO-GONZALEZ et al., 2000), como por exemplo, padrio de
distribuicao e frutificagcdo das plantas frutiferas que servem de alimento para estes
morcegos(GALINDO—GONZALEZ; SOSA, 2003; BIANCONI et al., 2006). Em uma das
areas de estudo, A. lituratus ¢é a espécie mais abundante, e estudos de marcagdo e recaptura e
evidenciaram diferengas no uso do ambiente fragmentado, com A. lituratus apresentando
baixa fidelidade aos fragmentos e usando a paisagem fragmentada de forma conjunta o que
sugere uma alta mobilidade e grande area de forrageio, provavelmente relacionada a
exploragdo nabusca por recursos, em especial Ficus sp. (Moraceae), seu alimento preferencial
(BIANCONI et al., 2006). Em contraste, segundo estes mesmos autores (BIANCONI et al.,
2006), Carollia perspicillata apresentou uma darea restrita de forrageio, determinada
provavelmente pela abundancia de Piper sp. (Piperaceae), planta reconhecida como seu
alimento preferencial. Outros estudos sugerem o tipo de abrigo utilizado como fator limitante
no uso de determinados habitats (HUMPHREY, 1975), sendo que a espécie Sturnira lillium
pode ser considerada mais vulneravel a fragmentacdo e consequente empobrecimento do
habitat, por preferir ocos de arvores com maior diametro, enquanto que Artibeus intermedius é

relativamente mais resiliente (EVELYN; STILES, 2003).
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Determinar a magnitude dos impactos da fragmentagdo nas populacdes de morcegos
pode ser 1til no sentido de detectar a sensibilidade de espécies a esse disturbio, facilitando
propostas de medidas preventivas e de manejo. Com base nessas informagdes,espera-se que:

a) Haja respostas diferentes para as trés espécies em relagdo aos parametros testados:

a. Individuos de A. lituratus nao apresentem diferengas no perfil hormonal,
enquanto que para as outras duas espécies, haja alteragdes nos niveis de base
de glucocorticéides e na resposta ao estresse induzido para as populagdes da
area fragmentada.

b. No caso da condi¢do corpodrea, espera-se que o indice esteja correlacionado
com os niveis de pico de hormoénios, assim, individuos da espécie A4. lituratus
ndo apresentariam diferencas na condi¢do corporea, enquanto que as outras
espécies apresentariam maior condi¢ao corporea na area continua, refletindo os
ajustes fisiologicos que possibilitam a permanéncia dessas espécies em um
ambiente modificado.

b) Variacdo sazonais nos niveis de hormdnio cortisol e na condi¢do corporea:

a. Espera-se que as espécies apresentem menor concentracdo de hormdnio
cortisol e melhor condicao corpdrea na estacdo chuvosa, uma vez que o desafio
climatico ¢ menor (menor amplitude térmica, maior pluviosidade — ver
descrigdo do clima) e hd uma maior produtividade primdria liquida (ver
descricao do clima — associada indiretamente a oferta de recursos), para as trés

espécies.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de Estudo

Parte do estudo foi conduzido em fragmentos florestais localizados nos municipios de
Fénix (Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo) e S3o Pedro do Ivai (Reserva Particular
do Patriménio Natural - Fazenda Barbacena), noroeste do estado do Parana, sul do
Brasil(Figura 1). A 4rea estd inserida nos dominios da Mata Atlantica sensu lato. O que resta
da vegetacdo sdo fragmentos com diferentes tamanhos (menores que 600 ha), estruturas e
historicos de exploragdo, isolados por extensas areas agricolas (milho, soja e cana-de-agucar),
algumas pastagens e matas ciliares degradadas. Foram registradas 14 espécies de duas
familias: Phyllostomidae e Verspertilionidae na area fragmentada (BIANCONI et al., 2004).
As espécies com maior capturabilidade sdo Artibeus lituratus e Carollia perspicillata,
seguidas por A. fimbriatus e A. jamaicensis (BIANCONIet al., 2006).

A érea de mata continua, controle do estudo por nao sofrer os efeitos da fragmentacao,
esta localizada no Parque Nacional do Iguagu. Sua superficie total abrange uma area de
185.262,5 hectares. O Parque abriga a maior e mais importante area de floresta estacional
semidecidual (floresta tropical subcaducifolia) do pais. Em um levantamento da fauna de
mamiferos voadores realizado no Parque por Sekiama e colaboradores (2001), foram
registradas 26 espécies de morcegos distribuidas em quatro familias, sendo a familia
Phillostomidae a mais representativa, com Artibeus lituratus e Sturnira lillium como as

espécies mais abundantes, seguidas por A. fimbriatus.
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Figura 1. Area de estudo, inserida no dominio da Floresta Atlantica dos municipios de Fénix e
Sdo Pedro do Ivai, estado do Parand, sul do Brasil. A figura mostra (A) Barbacena (550 ha), limitado
por plantios de cana-de-agucar, por uma rodovia (PR—457) e pelo ribeirdo Axel e (B) o Parque Vila
Rica do Espirito Santo (354 ha), préximo a area urbana do municipio de Fénix e limitado por areas de
cultivo (milho ou soja) e pelos rios Ivai e Corumbatai (modificado de BIANCONI, 2009).

3.2. Descricao do clima

As coletas de dados de condigdo corpdrea ocorreram durante estagdo seca (que daqui
pra frente sera considerada como —averno”) e estagdo chuvosa (daqui pra frente considerada
como —verdo”)de 2011 e 2012, e as coletas de sangue para andlises hormonais foram
realizadas durante inverno de 2011, inverno e verdo de 2012 e verdo de 2013, sendo que os
meses de coleta de inverno foram agosto e setembro e os meses de coleta de verdao foram
fevereiro e marco. Esses meses foram escolhidos com base em andlise preliminar de dados
metereologicos das areas dos anos de 2000 a 2010. Consideraram-se entdo verdo e inverno de

2011 e 2012 nas analises estatisticas das variaveis climaticas.
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A descricao detalhada do clima para as areas fragmentadas foifeita a partir de dados
coletados pela estacdo meteoroldgica localizada na Usina Vale do Ivai, em Sdo Pedro do Ivai,
PR e para o ambiente continuo pela estagdao climatica do Sistema Meteorologico do Parana —

SIMEPAR de Foz do Iguagu.A partir dai foi possivel analisar as variagdes mensais nos anos

de 2011 e 2012 de temperatura média, maxima e minima, amplitude térmica (diferenga entre
temperaturas maxima e minima didrias), bem como a precipitacao total ¢ média nos locais.
Informagdes mais detalhadas acerca do clima, fisionomia e historico de fragmentagdo, além
de dados sobre a composicao de espécies de morcegos da drea podem ser encontradas em
Bianconi e colaboradores (2004, 2006).

No ano de 2011, para a area continua, a precipitacao total variou entre 3¢ 289 mm, nos
meses de maio e outubro, respectivamente, entre 6 € 262 mm, nos meses de agosto e outubro
do ano de 2012. Ja para a area fragmentada, em 2011 a precipitacdo total variou entre 4 e 227
mm, nos meses de maio e margo, € para o ano de 2012, variou entre 0 e 216 mm, nos meses
de agosto e junho (Figura 2).
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Figura 2. Variagdo mensal da precipitagdo total (mm) para as areas fragmentada e continua,
nos anos de 2011 e 2012.

Para a 4rea continua no ano de 2011, as temperaturas médias mensais variaram entre
17 e 26 °C, as maximas variaram entre 23 ¢ 32°C e as minimas entre 12 e 22°C, com a maior
amplitude térmica registrada no més de setembro (12°C). No ano de 2012, as temperaturas

meédias variaram entre 15 ¢ 27°C, as maximas entre 20 e 34°C e as minimas entre 11 e 23°C,
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sendo setembro novamente o més de maior amplitude térmica (13°C). J& para o ano de 2011
na area fragmentada, as temperaturas médias mensais variaram entre 17 e 26°C, nos meses de
junho e fevereiro, com as maximas variando entre 24 e¢ 32°C e as minimas entre 9 e 21°C,
com dezembro apresentando maior amplitude térmica (18°C). No ano de 2012, as
temperaturas médias mensais variaram entre 18 e 28°C, nos meses de julho e dezembro, as
maximas entre 24 ¢ 36°C, e as minimas entre 10 e 21°C, com outubro registrando a maior
amplitude térmica (17°C). Para o ano de 2013 foram obtidos dados climaticos apenas dos
meses de janeiro, fevereiro e margo. A precipitacdo total variou entre 149 e 425 mm para area
continua, nos meses de janeiro e fevereiro, e entre 96 e 531 mm para a area fragmentada,
também em janeiro e fevereiro. As temperaturas médias variaram entre 23 e 26°C, e 25 e
27°C , maximas entre 29 e 32, ¢ 31 e 35°C, e minimas entre 19 ¢ 21, ¢ 18 ¢ 19°C, areas

continua e fragmentada, respectivamente (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Variagdo mensal de pardmetros climaticos (°C) para as areas fragmentada e
continua, nos anos de 2011 e 2012. A: temperatura média, B: temperatura maxima.
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Figura 4. Variagdo mensal de parametros climaticos (°C) para as areas fragmentada e
continua, nos anos de 2011 ¢ 2012. A: temperatura minima, B: amplitude térmica.

A produtividade primaria liquida - PPL (—Net Primary Productivity”) ¢ um dos
processos ecologicos mais modelados, pois reflete tanto a produtividade da vegetagcdo quanto
o sequestro de carbono. Mudancas na PPL podem afetar a composicdo da atmosfera (PIMM;
RAVEN, 2000), disponibilidade de agua doce (SALA et al.,, 2000) e a biodiversidade
(DEFRIES et al., 1999). Os dados para a area de estudo foram obtidos através do website da
NASA (http://neo.sci.gsfc.nasa.gov/), e caracterizam a diferenga entre a quantidade de
didxido de carbono absorvido pelas plantas em comparacdo com o quanto ¢ emitido por elas.
A area continua apresenta produtividade primaria liquida significativamente maior que a area
fragmentada, tanto em 2011 quanto em 2012 (p<0,001). Para a area continua o ano de 2011

foi em média mais produtivo que 2012, sendo fevereiro o més de maior produtividade, e
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dezembro, o menor, e em 2012, maio apresenta a maior produtividade e outubro a menor. No

caso da area fragmentada ndo foi verificada diferenga entre os anos (p=0,058). Os meses de

maior produtividade foram janeiro e abril e os meses de menor produtividade foram setembro

e outubro, 2011 e 2012, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Variagio mensal dos dados de PPL (gC/m’/dia) para as areas fragmentada e

continua, nos anos de 2011 e 2012.

3.3. Espécies avaliadas

Foram consideradas trés espécies, Artibeus lituratus, Carollia perspicillata e Sturnira
lilium escolhidas devido a sua abundéancia no local de estudo, alta capturabilidade e
diferentes historicos de vida (Figura 7). Estas espécies pertencem a familia
Phyllostomidae, de habito predominantemente frugivoro, que se abrigam em ocos de
arvores, sob folhagens, grutas e até edificagdes humanas. Variam de 18,5 g e 40 mm de
antebrago (Carollia perspicillata) e 21 g e 42 mm de antebraco (Sturnira lilium) a 75 mm
de antebrago, passando de 75 g (Artibeus lituratus). Sao espécies de ampla distribui¢ao
geografica e encontradas em ambientes com forte influéncia antropica, apresentando
também diferencas quanto ao uso do ambiente (VIZOTTO; TADDEI, 1973; SIMMONS,
2005), com A. lituratus apresentando baixa fidelidade aos fragmentos e usando a
paisagem fragmentada de forma conjunta o que sugere uma alta mobilidade e grande area
de forrageio, provavelmente relacionada a exploracdo na busca por recursos, em especial

Ficus sp. (Moraceae), seu alimento preferencial (BIANCONI et al., 2006). Em contraste,
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segundo estes mesmos autores (BIANCONI et al., 2006), Carollia perspicillata
apresentou uma area restrita deforrageio, determinada provavelmente pela abundancia de
Piper sp. (Piperaceae), planta reconhecida como seu alimento preferencial. Ainda que
essas espécies em geral possuam alta capturabilidade nas areas de estudo, ocorre um
padrdo diversificado de abundancia entre as dareas. A. lituratus € numericamente
dominante, tanto na area continua como nos fragmentos. Ja C. perspicillata ¢ mais
abundante nos fragmentos enquanto S. /ilium possui maior expressividade numérica no

ambiente continuo (BIANCONI, 2004; SEKIAMA, 2001).

Figura 7.Espécies de filostomideos selecionadas como modelo para o estudo, sendo (A) Artibeus
lituratus (Foto: Bianconi, G.V.), (B) Carollia perspicillata (Foto: M.A.Mello) e (C) Sturnira lilium
(Foto: M.A.Mello). Fonte: BIANCONI, 2009.

3.4. Captura dos animais

Os animais foram coletados por meio de redes de neblina nos dois fragmentos maiores
(Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo, municipio de Fénix e RPPN Fazenda
Barbacena, municipio de Sdo Pedro do Ivai), distantes 12 quilometros entre si separados por
matriz com predominio de monocultura de cana-de-agucar. Na 4rea continua controle, como
forma de padronizar o desenho experimental, as coletas também foram feitas em duas areas
distantes 12 quilometros entre si.

As coletas foram realizadas por aproximadamente 20 dias a cada 5 meses, durante os
meses de fevereiro e marco de 2011 e 2012 (verdo), agosto e setembro de 2012 (inverno) e
mar¢o de 2013 (verdo). Os individuos capturados foram marcados com anéis metalicos
numerados para identifica¢do individual, e as seguintes caracteristicas de cada animal foram
registradas: espécie, sexo, condi¢ao reprodutiva, massa corpdrea e tamanho do antebraco. As
medidas de tamanho do antebrago, utilizadas como indicador de tamanho corpéreo, foram

mensuradas com paquimetro de 0,lmm de precisdo. As medidas de massa corpoérea (peso)
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foram obtidas com uma balanca portatil com 0,01g de precisdo (Ohaus Scouttm Electronic
Balance), assim que o animal era capturado. O periodo de captura se estendia do anoitecer até
o amanhecer.Foram considerados apenas individuos adultos, sendo fémeas lactantes ou

prenhes excluidas da analise, assim como recapturas ocorridas na mesma campanha.

3.5. Calculo dos indices de condicdo corporea

Nao existe consenso sobre qual método para determinagdo do indice de condigdo
corpdrea seja mais adequado, e a escolha do indice geralmente se baseia na tradi¢do dentro de
cada disciplina. No entanto, os resultados podem mudar radicalmente de acordo com o
método escolhido (PEIG; GREEN, 2010). Sendo assim, mais de um método foi utilizado para

determinar a condic¢ao corpodrea dos individuos amostrados.

3.5.1. “Scale Mass Index (;(,M"i%)”

Para avaliar a condi¢do corporea foi utilizado o —Scaled Mass Index(_M";‘)”, proposto

por Peig e Green (2009):

LKL L L;

, onde M; e L; sdo, respectivamente, as medidas de massa e de tamanho linear do
individuo 1; bBSMA € o expoente escalonado, estimado através da regressao do tipo SMA
(Standardized Major Axisregression) entre InM e InL; Ly ¢ um valor arbitrario de L, no
presente caso utilizou-se a média aritmética de todos os individuos amostrados; e M*; € a
massa corpdrea predita para o individuo 1 quando a medida de tamanho linear ¢ padronizada
para L.

Para possibilitar a comparacdo entre individuos com diferentes tamanhos de corpo,
deve-se levar em consideragdo o processo de crescimento, j& que ¢ esperada uma mudanga
nos valores absolutos e proporcionais de reserva energética, devido ao processo normal de
crescimento. Assim, uma vez que M e L fazem parte do mesmo processo de crescimento,
ambos sdo indicadores de tamanho per se, torna-se necessario uma padronizacdo mutua
(PEIG;GREEN, 2009). Esse método foi escolhido para o presente estudo por levar em conta a

variacdo ontogenética e dimorfismo sexual no tamanho do corpo, enquanto que os outros
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métodos falharam na tentativa de estandardizar esses parametros.Peig e Green (2009)
sugerirama utilidade deste método para uma variedade de estudos em ecologia, biologia da

conservagao ¢ manejo da fauna.

3.5.2. “Indice de Residuos”

Outro método utilizado foi o do residuo da regressdo linear entre a massa ¢ uma
medida corpérea linear (Ordinary least squares — OLS), no nosso caso o tamanho do
antebraco,sendo o logaritmo da massa corpérea a varidvel dependente e o logaritmo do
tamanho do antebraco a variavel independente. Quando o valor de residuo ¢ positivo podemos
afirmar que aquele individuo possui uma melhor condi¢do corpérea comparada com um
individuo com residuo de menor valor ou valor negativo (JAKOB et al., 1996, SCHULTE-
HOSTEDDE et al., 2001). Considerando os conceitos basicos dos indices de condi¢dao
corpdrea poderiamos assumir que um individuo que possui um peso maior ao predito pelo
tamanho de uma caracteristica corpdrea teria mais tecido metabolizavel do que individuos
com peso abaixo do esperado (DOBSON, 1992), porém ndo ¢ possivel determinar se esta
massa extra ¢ unicamente gordura, a menos que o acumulo de reserva seja especifico para
migracao ou hibernagdo por exemplo. Caso contrario, essa massa extra pode ser decorrente do
acumulo de dgua, massa magra, proteina ou mesmo tecido esquelético. Assim, a0 menos para
pequenos mamiferos, estes indices refletem todas estas variagdes (SCHULTE-HOSTEDDE et
al.,2001).

3.5.3. “Massa observada/massa predita”

Neste caso, assumimos que a relagdo entre massa e tamanho do antebraco de
individuos da area continua reflete uma condicdo ideal. Assim, foi realizada uma regressao
linear entre logaritmo da massa (varidvel dependente) e logaritmo do antebrago (variavel
independente) apenas com animais deste ambiente. Posteriormente, a massa esperada dos
animais de ambientes fragmentados foi estimada, com base nestas regressdes (KREBS;
SINGLETON, 1993). A partir dai, o indice foi calculado através da razdo entre massa
observada e massa esperada (ou predita): se o valor de condigao corpoérea dos individuos de

uma determinada populagdo for igual ao valor esperado, que se considera o —deal”, a razao
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sera igual a 1, caso os animais do ambiente fragmentado estejam com pior condi¢do corpdrea

em relagdo a area continua controle, a razao sera menor que 1.

3.6. Dosagem de cortisol plasmatico: Procedimentos Gerais

O aumento da concentracdo dos hormdnios glucocorticéides em mamiferos, apds a
indu¢do de um agente estressor, leva geralmente entre 3 a 5 minutos para comecar a ser
detectavel no sangue (WINGFIELD; ROMERO, 2001). Portanto, para se determinar os
valores de base destes hormonios, ¢ fundamental que a primeira coleta de sangue seja feita em
tempo inferior a 3 minutos apds a captura inicial do animal. Posteriormente a esta primeira
coleta, o animal foi mantido em sacos de algoddo (o que mimetiza um estresse-induzido —
ROMERO; REED, 2004), e o sangue foi novamente coletado em intervalos regulares ao
longo da noite. A frequéncia de coleta obedeceu ao critério de evitar extragdo deum volume
de sangue que excedesse 1% da massa corpdrea do individuo e, ao mesmo tempo, obter uma
variacdo temporal que permitisse analisar a dinamica de variagdo na concentragdo do
hormonio. Assim, sempre que possivel, foram realizadas quatro pungdes: a inicial e apds 30,
60, e 180 minutos apds a captura. O horario de captura se restringiu entre a faixa das 21h e
00h, uma vez que o estado nutricional dos animais pode alterar os niveis de hormdnio
cortisol.

A coleta de sangue para as analises de hormdnios foi feita através da puncdo da veia
superior do propatdgio ou do uropatdgio com uma agulha de 0,3 mm de calibre. Apds a
puncdo o sangue foi colocado em capilares heparinizados, os quais foram selados
temporariamente (Critoseal) e mantidos em isopor térmico. Ao final de cada noite de coleta
as amostras de sangue foram levadas ao laboratorio, e centrifugadas por 15 min a 10.000 rpm
em microcentrifuga portatil. Em seguida o plasma foi separado das células sanguineas. As
amostras foram mantidas em freezer a -20°C até a quantificacdo dos hormodnios No
Laboratério de Comportamento e Fisiologia Evolutiva, nas dependéncias da Universidade de
Sdo Paulo.

As amostras de plasma sanguineo foram extraidas com éter segundo Mendonga e
colaboradores (1996). Resumidamente, foram adicionados 3 mL de éter etilico as amostras de
plasma, agitadas por30 segundos e centrifugadas a 4°C por 9 minutos a 1800 rpm, sendo os
tubos de ensaio contendo as amostras mantidos a -80°C por 7 min. A fase liquida foi entdo

transferida para novos tubos de ensaio, os quais foram mantidos em capela de exaustao de
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gases para evaporacdao do éter, por aproximadamente 72 horas.O hormoénio glucocorticdide
analisado foi o cortisol. Estudos com morcegos, apesar de evidenciarem presenga tanto de
cortisol quanto de corticosterona, verificaram que os perfis de variagdo de ambos eram iguais,
mas que o cortisol apresentava maiores concentragdes na circulagdo (REEDER et al., 2004a ¢
b; REEDER et al., 2006;REEDER;WIDMAIER, 2009), facilitando a deteccdo e andlises.
Dessa forma, apds o processo de extragdo, as amostras foram ressuspensas e a concentragao
de cortisol dosada através de kits comerciais de imunoensaio enzimatico (ELISA), segundo
orientacdes do fabricante (/BL International - RE50261 - Cortisolin human serum and
plasma).A leitura da placa foi realizada em espectrofotometro (comprimento de onda 450
nm). A média do coeficiente de variacdo intra-ensaios foi de 2,02%. Foram testadas diversas
diluicoes (2,5x, 5x, 10x, 20x), e por fim, os dados foram escolhidos de acordo com o menor
coeficiente de variagao.

Foram analisadas amostras de 26 individuos da espécie Artibeus lituratus, sendo 14
provenientes da area fragmentada e 12 da 4rea continua, e quatro amostras de individuos da
espécie Carollia perspicillata, todos provenientes da area fragmentada, sendo assim, foram
realizados testes estatisticos apenas para a espécie A. lituratus. Os dados com coeficiente de
variacdo acima de 20% ndo foram considerados nas analises. O paralelismo com a curva
padrao foi determinado a partir de trés pools de amostras de plasma de Artibeus lituratus, uma
vez que nao foram obtidas amostras suficientes das outras espécies(Figura 3).

O baixo numero amostral se deveu as restricdes de horario impostas pela metodologia,
a necessidade de se utilizar apenas individuos adultos e fora do periodo reprodutivo, além da
baixa taxa de captura das duas espécies pequenas, Sturnira lillium e Carollia perspicillata.
Nao foi possivel obter dados suficientes de baseline para nenhuma das espécies, uma vez que
a concentra¢ao no plasma foi muito abaixo do que esperada, baseando-se em literatura, para a
maior parte dos individuos (Figura 8), e devido a baixa sensibilidade do kit, ndo foi possivel
determinar a concentracdo de cortisol. As analises foram realizadas considerando apenas os
tempos de pun¢ao de 30, 60 e 180 minutos, apds a captura. Foram realizados perfis hormonais

considerando os grupos Fragmentado — inverno e verdo, Continuo — inverno e verao.
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Figura 8. Paralelismo para trés pools de amostras plasmaticas com a curva padrao de cortisol.

3.7. Manuseio e Analise dos Dados

No caso de condi¢ao corpdrea, foram realizadas preliminarmente andlises de variancia
fatorial (ANOVA) para testar a influéncia dos anos de coleta, sexo, area e sazonalidade sobre
a massa dos individuos e entdo determinar qual seria o agrupamento dos dados para realizar as
regressdes entre massa e antebrago que determinam cada indice. O agrupamento dos dados e
as regressoes realizadas mudam de acordo com a metodologia proposta por cada indice.Apds
o calculo dos indices,foi realizada uma ANOVA de trés fatores,para determinar diferenca na
condi¢do corporea entre as areas fragmentada e continua, levando em considera¢ao o ano de
coleta (2011 x 2012), area (fragmentada x continua) e a sazonalidade (inverno x verdo) para
cada um dos indices calculados. Por fim, para comparar os indices entre si, foi realizada uma
correlagdo entre os trés indices calculados para os individuos de A. lituratus e uma correlagao

entre os trés indices dos individuos de C. perspicillata.
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No caso dos dados de cortisol obtidos, verificou-se que os ndo seguiam uma
distribuicdo normal, portanto foram ajustados através da transformagdo em logaritmo natural.
Testou-se a influéncia da massa sobre a concentragdo plasmatica de cortisol, separadamente
para cada tempo e, a partir disso, as analises estatisticas foram realizadas, uma vez que, caso a
massa pode ser um dos fatores de influéncia na intensidade da liberacdo de hormdnios
glucocorticoéides (WINGFIELD et al,1995). Foi gerado um Modelo Geral Linear (MGL) para
testar a influéncia do sexo (macho e fémea), tempo de puncao (30, 60 e 180 minutos),
sazonalidade (inverno e verdo) e ambiente (fragmentado e continuo), além das interacdes
entre os fatores. Caso a interagdo ndo fosse significativa, era retirada para que o modelo
ficasse mais robusto. Para verificar se ha relagdo entre os parametros estudados foi realizada
uma correlacao de Pearson entre a concentragdo maxima de cortisol ¢ os indices de condi¢ao

corporea dos individuos que possuiam os dois dados.
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4. RESULTADOS

4.1. Indices de Condiciio corpérea

Foram obtidos dados de condi¢do corporea para 189 individuos da espécie Artibeus
lituratus, sendo 77 provenientes da area fragmentada e 112 da area continua, 18 individuos de
Carollia perspicillata, sendo 12 da éarea fragmentada e seis da continua, e 23 individuos de

Sturnira lillium, sendo trés da area fragmentada e 20 da continua

4.1.1. Andlises preliminares — “Scale Mass Index”

Para Artibeus lituratus ndo foi possivel testar todas as interagdes considerando todas as
variaveis, assim o fator sexo foi excluido e testou-se apenas ano, estacdo e tratamento. Apenas
as variaveis ano e estacao foram significativas (F=27,30 e 12,83, respectivamente; p<0,001).
Foram realizadas regressdes separadas por ano e por estacdo, no entanto, a regressao para o
inverno de 2011 nao foi significativa, assim realizou-se uma regressdo Unica para o ano de

2011 e duas regressoes para 2012, uma para inverno e outra para verao (Tabela 1).

Tabela 1.Resultado das regressodes significativas realizadas entre log massa corporea e log do
antebrago de A. lituratus, com valores de b e r, 0s quais sdo necessarios para calculo dos indices de
condicdo corporea.

Regressao b R p

2011 0,653 0,221 0,025*
Inverno 2012 1,737 0,497 0,003*
Verio 2012 0,844 0,474 <0,001*

Para Carollia perspicillata foi possivel testar o efeito de ano e tratamento, € apenas

ano apresentou efeito significativo sobre a massa corpérea (F=9,231; p<0,01). Sendo assim,
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foram realizadas duas regressdes que, no entanto, ndo foram significativas. Os dados foram
unidos e realizou-se uma regressao Unica, a qual também nao foi significativa, logo ndo foi
possivel calcular nenhum indice para a espécie Carollia perspicillata.

Por fim, no caso de Sturnira lillium s6 foi possivel testar o fator ano. Realizou-se
entdo um teste-t entre as massas dos anos de 2011 e 2012 e nao foi verificada diferenca entre
as médias (p=0,09), portanto foi realizada uma regressdo Unica para determinar o indice

(Tabela 2).

Tabela 2. Resultado da regressdo significativa realizada entre log massa corpdrea ¢ log do
antebragco de S. lillium, com valores de b e r, os quais sdo necessarios para calculo dos indices de
condi¢do corporea.

Regressao | b R p

2011 + 2012 |2,187 0,565 0,005*

4.1.2. Analises preliminares — Indice de Residuos
Para A. lituratus, foi realizada uma nova regressao com todos os individuos (p<0.001),
e os residuos gerados por essa regressao foram utilizados como medida de condig@o corporea.

Ja para S. lillium, foram utilizados os residuos da mesma regressao utilizada para o

calculo do —Scale Mass Index” (Tabela 3).

4.2.2. Andlises preliminares — Indice Yobs/Ypred

Para A. lituratus, a partir da regressdo entre o log da massa e o log do antebraco dos
animais provenientes do ambiente continuo (p<0,05), gerou-se a seguinte equacao: Massa =
0,786 + (0,809 * Antebraco).

Ja no caso de S. /illium, a regressao entre log da massa e log do antebraco dos animais

do ambiente continuo(p<0,05) gerou a equagdo: Massa = -3,634 + (1,779 * Antebraco).

4.2.3. Andlise estatistica dos Indices

Os resultados diferiram entre os indices no caso da espécie Artibeus lituratus, com o

—Scale Mass Index” indicando diferenga entre anos de coleta (F=7,65; p<0,01), estagcdes
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(F=22,09; p<0,001) e ambientes (F=4,42, p<0,05), enquanto que os outros dois indices

indicam diferenca significativa apenas para anos de coleta (F=24,15 ¢ 18,94, indices Residuos

e Yobs/Ypred, respectivamente; p<0,001) e estagdes (F=18,94 ¢ 18,35, ndices Residuos e
Yobs/Ypred, respectivamente; p<0,001).

Em todos os casos, animais do ano de 2012 apresentam média de condi¢do corpérea

maior que animais do ano de 2011 (Figura 9). Assim como animais coletados no inverno

apresentam média maior que animais coletados no verao (Figura 10).
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Figura 9. Médias e erros padrdo dos indices de condi¢do corpdrea testados para Artibeus

lituratus, considerando o ano de coleta. (A) —Scke Mass Index”; (B) Indice de Residuos; (C)
Yobs/Ypred. (*) Diferenca significativa.
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Figura 10. Médias ¢ desvios padrdes dos indices de condigdo corpérea testados para Artibeus
lituratus, considerando a estagdo do ano. (A) —Scale Mass Index”; (B) Indice de Residuos; (C)
Yobs/Ypred. (*) Diferenca significativa.
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De acordo com Scale Mass Index, animais do ambiente fragmentado apresentam

condicdo corpdrea significativamente maior que animais de ambiente continuo (Figura 11).
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Figura 11. Média e desvio padrdo do —Scke Mass Index”, considerando o ambiente de coleta.
(*) Diferenga significativa.

No caso de S. lillium apenas a diferenga entre as areas foi testada, devido a baixa
representatividade sazonal, assim foi realizado um teste-t. Nao foi verificada diferenga

significativa entre os ambientes para nenhum dos indices testados (Figura 12).
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Figura 12. Médias e desvios padroes dos indices de condigdo corpdrea testados para Sturnira
lillium. Nao foi verificada diferencga entre os ambientes para nenhum dos indices.
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Testou-se entdo a correlagdo entre os trés indices calculados para A. lituratus e S.
lillium. Verificou-se que em ambos 0s casos, os trés indices sdo altamente correlacionados
(Tabela 3).

A.lituratus Mi Residuos YIY
1,0000 0,8428 0,8271
Mi
p=--- p=0,00%* p=0,00%*
.8428 1,0000 0,9995
Residuos
p=0,00%* p=-- p=0,00%*
0,8271 0,9995 1,0000
Y'Y
p=0,00* p=0,00* p=--
S. lillium Mi Residuos Y'Y
1,0000 0,8775 0,8103
Mi
p=-- p=0,000%* p=0,000*
0,8775 1,0000 0,9919
Residuos
p=0,000* p=--- p=0,00*
0,8103 0,9919 1,0000
Y'Y
p=0,000* p=0,00* p=--

Tabela 3. Matriz de Correlagdo entre os indices calculados para A. lituratus e S. lillium.

4.3. Dosagem de cortisol plasmatico

Para o ambiente fragmentado, em ambas as estacdes, pode-se observar uma
semelhanca no padrdo do perfil de concentracdo de cortisol. A concentragdo aumenta em
todos os tempos, com o pico ocorrendo apos 180 minutos do estimulo estressor. Os dados de
baseline sao semelhantes, porém, durante o inverno, a concentracao de cortisol ¢ maior em
todos os tempos de coleta. J& para o ambiente continuo, verifica-se um padrao diferenciado no
perfil hormonal ao compararmos as estagdes. Durante o inverno, o pico da concentragdo
ocorre apds 30 minutos da indugdo a estresse, enquanto que no verdo, o pico ocorre apenas

aos 180 minutos. (Figura 13).
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Figura 13. Médias e desvios padrdo das concentragdes plasmaticas de cortisol para a espécie
A. lituratus, para cada tempo de coleta, separadas em estagdes ¢ area de coleta.

Nao foi verificada influéncia da massa sobre a concentrag@o de cortisol plasmatico, em
nenhum tempo de pun¢do (Figural4), sendo assim, desconsiderou-se a varidvel massa nas

analises posteriores.
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Figura 14. Regressdo linear entre log da massa dos individuos (g) e log da concentragdo de
cortisol (ng/mL), separadamente para cada tempo de puncao.

Testou-se o efeito do sexo, da sazonalidade, do ambiente e do tempo de pungio sob a
concentragcdo plasmatica de cortisol através de um Modelo Geral Linear (MLG). Todas as
interacdes foram testadas e uma vez que nenhuma delas foi significativa, foram retiradas para
que o modelo ficasse mais robusto. Por fim, a andlise de variancia do modelo final nao

indicou diferenca nas médias de cortisol para nenhuma das variaveis testadas (Figura 15).
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Figura 15. Médias e erros padrio das concentragdes plasmaticas de cortisol (ng/mL) para a
espécie A. lituratus, separadamente entre: (A) sexos — macho (n=38) e fémea (n=23); tempos, 30
(n=21), 60 (n=19) e 180 minutos (n=21); ambientes — fragmentado (n=36) e continuo (n=25);estacdes
—inverno (n=31) e verao (n=30).
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4.3.1. Concentragdo de Cortisol e Condigdo corporea

Para verificar se os dados de concentragdo de cortisol e condigdao corpdrea apresentam
relagdo, foi realizada uma correlagdo de Pearson entre os indices calculados e o valor de pico
de condicdo corpdrea do individuo correspondente, para os individuos em que havia os dois

dados.Nenhuma correlagdo apresentou significancia (Figura 16).
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Figura 16. Correlagdes entre a concentragdo de cortisol ¢ os indices de condi¢do corporea
—Scke Mass Index” (Mi), Indice de Residuos e Indice Massa observada/Massa predita (Yobs/Ypred)
para os individuos da espécie A. lituratus em que ambos os dados foram coletados.
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5. DISCUSSAO

5.1. Condicao corporea

Foram utilizados trés indices diferentes para inferir a condi¢do corpérea das
populagdes estudadas, uma vez que indices diferentes muitas vezes podem trazer resultados
diferentes. No entanto, os diferentes indices apresentam uma alta correlagdo, para as duas
espécies testadas e além disso, indicaram resultados semelhantes, com o —Mass Scaled Index”
apenas se diferenciando dos outros quando o fator ambiente foi considerado para A. lituratus.

Os resultados obtidos no presente trabalho sao contrarios aos esperados inicialmente
Nao foi observada diferenca significativa na condi¢cdo corporea das populagdes de S. /illium e,
no caso de A. lituratus, esse indice foi maior no habitat alterado para um dos indices testados.
Estes resultados sugerem que a fragmentacao ndo estaria causando estresse energético para
nenhuma das espécies. Sdo diversas as possiveis explicacdes para que o balango energético
dessas espécies nao seja afetado ou, no caso de A. lituratus, seja afetado positivamente.

Tem-se da literatura que A. lituratus apresenta grande plasticidade alimentar e, em
caso de escassez de recursos, esses animais consomem uma variedade de espécies de plantas
disponiveis, utilizando-se de uma estratégia alimentar mais generalista (PASSOS;
GRACIOLLI, 2004). Apesar de grandes consumidoras de Ficus sp. € Cecropia sp. (PASSOS
et. al., 2003), as espécies de Artibeus podem flexibilizar sua dieta, devido a variacdao
geografica e densidades de figueiras (FLEMING, 1986), por exemplo. Um incremento na
quantidade de nutrientes na dieta da espécie poderia melhorar o balango energético e
consequentemente aumentar a condicao corpérea da populacdo. O fato dos individuos desta
espécie se deslocarem por grandes distancias, utilizando o mosaico de fragmentos como um
continuo (BIANCONI et al. 2006), parece facilitar ampliacdo do nicho alimentar.

A capacidade de tolerar a fragmentacdo do habitat requer maior capacidade de
deslocamento, maior tolerancia a escassez de recursos e maior capacidade de ajustar os
sistemas fisiologicos responsaveis pela manutencdo da homeostase. Estas capacidades estdo
associadas a uma melhor condi¢do corporea. Apesar de ndo ser possivel diferenciar causa e

efeito nesta relacdo, e tampouco determinar quais os mecanismos especificos usados para
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assegurar uma maior condi¢do corporea, o fato de A. lituratus ajustar esta condigdo também
em fun¢do da sazonalidade, independentemente do grau de conservagdo da area, sugere que
esta capacidade pode ser uma caracteristica da espécie. Além disso, 4. lituratus apresentou
maiores indices de condicao corpoérea no ano de 2012, o qual, em ambas as areas, apresentou
maior amplitude térmica e menor precipitacdo média didria e menor produtividade primaéria,
corroborando os resultados ja discutidos: em situagdes menos favoraveis, esta espécie ¢ capaz
de manter a condigdo corpdrea. Esta capacidade confere uma vantagem adaptativa em
situagdes aonde o ambiente ¢ modificado de forma rapida e imprevisivel e, portanto, constitui
um atributo que permite a esta espécie tolerar os efeitos da fragmentagao.

S. lillium ndo apresentou diferencas na condi¢do corporea em resposta a fragmentagao.
Possivelmente essa espécie possui outras estratégias alternativas que possibilitam sua
permanéncia nas dreas fragmentadas. J4 foi demonstrado que essa espécie adota uma
estratégia termoregulatéria, reduzindo a temperatura corporal e entrando em estado de
hipotermia, em resposta a restricdo de alimentos em ambientes de baixa temperatura, tanto em
cativeiro, quanto em campo (AUDET; THOMAS, 1997). Essa depressdo da temperatura
corpérea em mamiferos e aves homeotérmicas tem como consequéncia a redugdo no gasto
energético e na perda de dgua evaporativa (VOGT; LYNCH, 1982), e, de acordo com Audet e
Thomas (1997), estima-se que a economia energética para essa espécie varia entre 30 e 73%,
dependendo da temperatura corporal minima atingida (entre 22 e 31°C). Nesse mesmo estudo,
foi evidenciada uma forte relagdo entre hipotermia e perda na massa corpodrea, sugerindo que
esse ajuste da temperatura corporal estd relacionado com mudangas no tamanho dos estoques
de gordura. Por ser uma espécie de pequeno tamanho corporal, uma pequena deple¢do nos
estoques energéticos ja ¢ suficiente para que esses animais entrem em hipotermia. Assim, a
possibilidade de economizar energia através da reducdo na temperatura corpdrea pode
conferir uma vantagem na ocupacao de ambientes instaveis ou modificados, e possivelmente ¢
uma estratégia que pode contribuir com a permanéncia dessa espécie em ambientes

fragmentados.

5.2. Dosagem de cortisol plasmatico

Sabe-se que a sensibilidade do eixo HPA (hipotadlamo-pituitaria-adrenal), responsavel
pela resposta do estresse, pode variar de individuo para individuo dentro de uma mesma
populacdo (WINGFIELD et al., 1998). A variagdao na resposta e na intensidade de liberagdo

de hormonios glucocorticoides pode estar relacionada a varios fatores, como por exemplo,
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status social, massa corpdrea, condicdo corpdrea, tamanho dos depositos de gordura, estagio
reprodutivo(SCHWABL, 1995; WINGFIELD,1994; WINGFIELD et al,1995; KLOSE et al.,
2006), e essa variagao individual pode responder a diferentes fatores dependendo da espécie,
nao podendo ser estabelecida uma relacao universal (WINGFIELD et al., 1998). No caso
presente, ndo foi verificada nenhuma relacdo dos dados de cortisol com massa corpdrea ou
condicdo corpdrea, assim, possivelmente essa variacao individual se deve a outros fatores, que
nao foram detectados por esse estudo.

A concentracdo de base de cortisol e a concentragdo apos um estresse induzido
apresentam efeitos fisiologicos e comportamentais diferentes, assim, para uma avaliagdo mais
completa do status fisiologico de uma populagdo em relagdo a outra, os dois tipos de dados
devem ser utilizados (ROMERO, 2004). No caso do presente trabalho, foi possivel testar
apenas a concentracao de cortisol apos o estresse induzido, uma vez que as concentragdes dos
dados de baseline foram menores do que as esperadas (COLAS-ROSAS, 2009; REEDER et
al., 2004; LEWANZIK et al., 2012)..

Para avaliar o estresse induzido, a concentragdo de cortisol foi determinada apds
30, 60 e 180 minutos do evento estressor, que no caso ocorria no momento da captura dos
animais. Esperava-se que houvesse diferenca entre os tempos para cada tratamento, indicando
um momento de pico na concentracdo € uma posterior queda, que refletiriam a resposta
normal a um estimulo estressor (ROMERO, 2004). Alguns trabalhos indicam que, no caso de
morcegos, apds 45-60 minutos do estimulo, a concentracdo ja atinge seu pico (KLOSE et al.,
20006), no caso desse trabalho, ndo foi verificada diferenca entre os tempos de coleta, assim, a
partir dos 30 minutos, pode-se considerar que a concentracdao de cortisol ja havia atingido o
auge. Além disso, esperavamos que aos 180 minutos ja pudesse ser detectada uma redugdo na
concentragdo de cortisol plasmatico, o que também ndo aconteceu. O fato de repetidas
puncdes de sangue terem sido realizadas no mesmo individuo pode ter impossibilitado a
deteccao dessa queda, uma vez que o estimulo estressor se repetiu.

O sexo nao foi um fator de influéncia na concentragdo de cortisol dos individuos
testados. E importante ressaltar que os individuos analisados estavam fora do periodo
reprodutivo, uma vez que mudangas no estado reprodutivo podem alterar a sensibilidade do
eixo HPA (KLOSE et al., 2006). Reeder e colaboradores (2006) também ndo detectaram
diferenca nos niveis de cortisol entre machos e fémeas da espécie de morcego Pteropus
vampyrus. J4 no caso do trabalho realizado por Reeder e colaboradores (2004c) com a espécie
de morcego Myotis lucifugus, detectou-se diferenca entre machos e fémeas nos niveis de

glucocorticoides, porém essa diferenca variou dependendo do estado reprodutivo da fémea
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(inicio ou final de gravidez, periodo de lactac¢do, pré-hibernagdo) e do momento de captura
(antes ou depois da alimentagdo).

Conforme esperado inicialmente para a espécie Artibeus lituratus, nao foi
observada diferenga entre os niveis totais de cortisol do ambiente fragmentado e continuo.
Apesar de a area fragmentada apresentar menor produtividade (evidenciada pelo menor PPL),
0 que pode estar relacionado indiretamente com disponibilidade de recursos, a espécie A.
lituratus utiliza a paisagem fragmentada de forma integrada, como uma paisagem continua,
ndo sendo fiel a apenas um fragmento e apresentado alta mobilidade entre os fragmentos
(BIANCHONI et al.,, 2006), além disso, apresenta uma grande plasticidade alimentar,
adotando uma dieta mais generalista em caso de escassez de recursos (PASSOS;
GRACIOLLI, 2004). Isso fica evidente quando verificamos que, de fato, animais do ambiente
fragmentado estdo apresentando melhor condicdo corporea, ou seja, possivelmente nio esta
havendo um estresse energético, relacionado a falta de recursos e, portanto, isso ndo estd se
refletindo na liberagao de cortisol.

Por fim, verificou-se que a sazonalidade também ndo apresenta um efeito
significativo sobre os niveis de cortisol dos individuos analisados. Esse resultado vai de
encontro a hipdtese inicial, pois era esperado que houvesse uma flutuacdo nos niveis de
hormonio em funcdo da sazonalidadejd que numa revisdo realizada por Romero (2002),
concluiu-se que na maior parte das espécies terrestres estudadas ha uma modulagdo sazonal
tanto dos niveis basais de hormdnios glucocorticdides quanto na secre¢do de hormonios num
caso de estresse induzido. Essa relacdo entre uma dada estacdo do ano e a regulagdo do eixo
HPA se mostra espécie-especifica, sexo-especifica e depende muito do custo energético
relativo que cada estagdo pode ter para cada espécie (REEDER; KRAMER, 2005). De fato,
ciclos sazonais na funcionalidade eixo HPA evoluiram em resposta a mudangas previsiveis de
fatores abidticos, como as estagcdes do ano, e fatores bidticos, como a estagdo reprodutiva, e
esses ritmos sdo especialmente bem marcados em espécies que habitam locais com mudangas
sazonais extremas e de recursos limitados (REEDER;KRAMER, 2005).No caso da espécie de
morcego Artibeus jamaicensis, em um estudo realizado no Panama, verificou-se que a estacao
seca esta relacionada com um aumento da atividade reprodutiva e, consequentemente, ha um
aumento nos niveis de glucocorticoéides (KLOSE et al., 2006). Nesse caso, foi constado que o
aumento do glucocorticoide esta relacionado ao periodo reprodutivo, € ndo diretamente ao
fator ambiental. J4 para um estudo realizado com as espécies de morcego Carollia
perspicillata e Desmodus rotundus, verificou-se que para C. perspicillata, uma espécie

frugivora, a variagdo sazonal nos niveis de cortisol maximo foi diferente para as duas



48

populagdes estudadas: aquelas origindrias de uma —foresta seca”, em que ha uma flutuagao
sazonal na disponibilidade de recursos, apresentaram diferengas nos niveis de cortisol
maximo entre as estagdes, enquanto que a populagao pertencente a —Horesta imida”, na qual
os recursos sao igualmente abundantes ao longo do ano, ndo apresentou diferenca nos niveis
de cortisol maximo entre as estagdes (LEWANZIK et al., 2012). No caso da espécie D.
rotundus, uma espécie hematofaga, ndo foi verificada diferenga nas concentracdes de cortisol
basal entre o ambiente de origem (floresta seca ou timida), no entanto, a concentracao de
cortisol maximo variou entre os ambientes ¢ as estagdes. Essa variagdo parece nao estar
relacionada com a disponibilidade de recursos, pois além de haver uma disponibilidade
relativamente constante de presas ao longo do ano, os animais provenientes da —foresta
umida” apresentam niveis maiores de cortisol maximo, mesmo estando mais proximos da

fonte de alimento (LEWANZIK et al., 2012).
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6. CONCLUSAO

O presente estudo fornece dados que permitem uma abordagem mais aprofundada dos
efeitosda fragmentagdo sobre algumas espécies de morcegos. Os dados de condigdo corporea
indicam uma melhor condi¢do corpdrea para as populagdes de A.lituratus no ambiente
fragmentado, na estagdo seca ¢ no ano de menor produtividade primaria e de maior desafio
climatico. Contrariando a hipdtese inicial, os dados de cortisol ndo estao correlacionados com
os de condicdo corpdrea, nao havendo diferenga nos niveis de cortisol dos animais do
ambiente fragmentado quando comparados aos animais do ambiente continuo. Também nao
foi verificada flutuacdo sazonal nos niveis de cortisol para a espécie A. lituratus.
Possivelmente esta espécie apresenta atributos que lhe conferem uma plasticidade ecologica,
comportamental e at¢é mesmo fisioldgica, o que garante uma vantagem adaptativa para lidar
com situacdes menos favoraveis. Para a espécie S. lilium, a diferenca ndo significativa da
condi¢do corpérea entre os ambientes indica que essa espécie provavelmente responde as
alteracdes no habitat com uma estratégia distinta. A reducdo no gasto energético a partir do
torpor ¢ uma medida eficaz e que pode explicar a ndo-alteragdo nos indices de condigdo
corporea testados.

Os resultados obtidos com esse trabalho sdo pontuais, porém de extrema relevancia, pois
trazem informacdes fundamentais a respeito da resposta fisiologica dessas espécies em um
curto periodo de tempo, além de novas informagdes sobre dados de cortisol para morcegos, e
sobre a relacdo entre indices de condigdo corpdrea e a concentracao de cortisol em resposta
aos efeitos da fragmentacdo. Nao obstante, ¢ fundamental que mais estudos sejam realizados,
de modo que se entenda de forma abrangente, os mecanismos fisiologicos utilizados pelas

espécies para lidar com essas mudangas.
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