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RESUMEN

La capacidad de regular los mecanismos digestivos en venebrados, de acuerdo a los sustratos dietarios, estaria presente en
especies omnivoras y herbivoras, pero no en carnfvoras/insectivoras. De ser asi, es esperable que Marmosa (un pequefio marsupial
insectivoro) tenga una restriccién fisiol6gica evolutiva tal, que sea incapaz de hidrolizar aziicares presentes en frutos. Estudiamos
sus caracteristicas digestivas enziméticas, sometiendo a prueba la hipétesis de adaptacién fisiolégica evolutiva a la dieta. Los
insectos poseen altas concentraciones de lipidos y proteinas, y bajas concentraciones de carbohidratos.

Si esta especie posee una restriccién fisiol6gica evolutiva a una dieta de composicién quimica particular, es posible esperar
actividades enziméticas ausentes o muy bajas de maltasa y sacarasa en el intestino delgado, y altas actividades enziméticas de
trehalasa (enzima que hidroliza trehalosa, azicar de almacenamiento en insectos). No se detectaron diferencias significativas
entre las actividades de las disacaridasas estudiadas (Kruskal-Wallis, p > 0,05). Este hecho permite rechazar las predicciones
anteriores. Se discuten las implicancias de los mecanismos digestivos sobre los procesos conductuales de explotacién de
alimento.

Palabras claves: Marmosa elegans, dieta, restriccién fisiolégica, disacaridasas.

ABSTRACT

The digestive regulatory capability of vertebrates to dietary substrates has been postulated in omnivores and herbivores but not in
camivores/insectivores. If this is so we would expect an evolutionary physiological constraint in Marmosa (a small insectivorous
marsupial), being unable to hidrolize sugars from fruits. We studied three digestive enzymes, to test the hypothesis of an
cvolutionary physiological adaptation to dietary sugars. Insects have higher concentrations of lipids and proteins and lower
concentrations of carbohidrates. If such species has a physiological constraint to dietary chemical composition, we should expect
the absence or low activities of maltase and sucrase and higher activities of trehalase (irehalose is a sugar of storage in insects).
We detected non significant differences between the activities of such disaccharidases (Kruskal-Wallis, p > 0.05). This fact
allowed us to reject the above predictions. The implications of the difestive mechanisms on the behavioral processes of food
explotation are discussed.

Key words: Marmosa elegans, diet, physiological constraints, dissacharidases.

INTRODUCCION trado que la ausencia de sacarasa en el tracto
digestivo de aves frugfvoras determina que
éstas rechacen alimentos ricos en sacarosa,

independientemente de su abundancia en el

Las consecuencias ecoldgicas y evolutivas
de la funcidn digestiva dentro del 4mbito de la

ecologfa fisiolégica han cobrado gran interés,
al documentar e integrar problemiticas comu-
nes en ecologfa y fisiologfa comparada desde
distintos niveles disciplinarios y de organiza-
cién biolégica (Bozinovic en prensa, 1992,
Bozinovic et al. 1990. Bozinovic & Iturri 1991).

Martfnez del Rfo & Stevens (1989), y Mar-
tinez del Rfo (1990), por ejemplo, han demos-

* A quien enviar toda correspondencia.

ambiente. Es decir, 1a preferencia de las aves
por diferentes aziicares y nutrientes se rela-
ciona tanto con la capacidad de digerirlos y
asimilarlos, como con la diversidad dietaria,
la amplitud de nicho tréfico y las relaciones
coevolutivas entre frugfvoros y frutos.

Las enzimas hidrolfticas de los disacdridos,
localizadas en 1a membrana plasmitica de las

(Recibido el 6 de agosto de 1992; aceptado el 2 de noviembre de 1992.)



88 SABATET AL.

células intestinales (enterocitos del intestino
delgado), parecen poseer la capacidad de
cambiar reversiblemente su cantidad y activi-
dad especffica frente a cambios en los niveles
de sustrato del alimento (Deren ez al. 1967); un
fenémeno similar ha sido postulado para el
transporte intestinal de nutrientes. Sin embar-
g0, se ha demostrado que el transporte intesti-
nal de prolina y glucosa en peces aparece co-
mo un fenémeno evolutivamente rigido
(Buddington et al. 1987). Estos autores en-
contraron que la proporcién prolina/glucosa
transportada decrece desde: carnfvoros > om-
nfvoros > herbfvoros, a pesar de que todas las
especies estudiadas estaban sometidas al mis-
mo régimen alimentario. Ademds, el transpor-
te de glucosa fue mayor en herbfvoros que en
carnfvoros, y correlacionado con las diferen-
cias en los contenidos de carbohidratos en la
dieta natural de las especies. Sin embargo, el
transporte de amino4cidos (prolina) vari6é me-
nos entre las especies. Esto sugiere que los
mecanismos digestivos y 1os procesos de se-
leccién de alimento de las especies especia-
listas no son fenotfpicamente pl4sticos, sino
mds bien adaptaciones fisioldgicas seleccio-
nadas en tiempo evolutivo a las dietas natu-
rales.

Segin Karasov & Diamond (1988), 1a sfn-
tesis y mantencién de la estructura molecular
para hidrolizar, absorber y metabolizar nu-
trientes ausentes de la dieta natural constituye
un alto costo biosintético, y serfa reprimida y
posteriormente eliminada por seleccién natu-
ral. Asf, especfficamente para carnfvoros/in-
sectfvoros, poseer una estructura molecular
para metabolizar carbohidratos serfa iniitil
en funcién de la composicién quimica de sus
dictas (bajos contenidos de carbohidratos) y
estarfa ausente o serfa eliminada. Sin embargo,
dado que nutrientes como los amino4cidos
son esenciales para todos los organismos, in-
dependientemente de sus hdbitos alimentarios,
la estructura encargada de hidrolizar protefnas
y absorber amino4cidos se mantendrfa.

Marmosa elegans como modelo
experimental: ;restriccion fisiolégica-
evolutiva sobre la conducta de alimentacion?

El pequefio marsupial Marmosa elegans
(Marsupicarnivora: Didelphidae), constituye
un modelo adecuado para someter a prueba la

hipétesis de adaptacién fisiolégica, en sentido
evolutivo, a la dieta. Marmosa elegans es una
de las especies del ensamble de pequefios ma-
miferos en el centro y norte de Chile. Los
estudios de nichos ecolégicos en diferentes
hébitats han mostrado cambios espaciales y
temporales en los hébitos alimentarios en el
conjunto de micromamf{feros. Estos cambios
dietarios se correlacionan con la abundancia y
disponibilidad de recursos tréficos en el am-
biente. Es decir, los micromamfiferos, y espe-
cialmente los roedores cricétidos de este en-
samble, responden como especies oportunistas.
La excepcién es M. elegans que siempre se ha
clasificado como una especie insectfvora. De
los andlisis estomacales realizados, sobre el
90% de la dieta anual de esta especie corres-
ponde a insectos, la diferencia corresponde,
en su mayorfa, a frutos y semillas (Glanz 1977,
Meserve & Glanz 1978, Meserve 1981, Me-
serve et al. 1988, Mufioz-Pedreros et al. 1990).

Segtin Karasov & Diamond (1988), dado
que un cambio evolutivo desde camivorfa/
insectivorfa a herbivorfa/frugivorfa requiere
un cambio genético —i.e. es necesario generar
nuevo complejo molecular digestivo—, 1a ca-
pacidad de regular mecanismos digestivos de
acuerdo a sustratos dietarios estarfa presente
en especies omnfvoras y herbfvoras, pero no
en carnfvoras/insectfvoras.

En el presente trabajo estudiaremos las ca-
racterfsticas digestivas a nivel celular —i.e. 1a
actividad de enzimas disacaridasas—, some-
tiendo a prueba la hipdtesis de adaptacion fi-
siol6égica evolutiva a la dieta propuesta por
Karasov & Diamond 1988. Nos centraremos
en el iltimo paso de la digestién de carbohi-
dratos, la hidrdlisis de disacdridos, especffica-
mente sacarosa, maltosa y trehalosa por las
enzimas de 1a mucosa intestinal de Marmosa
sometida a régimen estricto de protefnas.

Los insectos poseen altas concentraciones
de lfpidos y protefnas, y bajas concentracio-
nes de carbohidratos (Bell 1990). Consecuen-
temente, si esta especie posee una restriccién
fisiol6gica evolutiva (i.e. adaptacién a una
dieta de composicién quimica particular) se
predicen (sensu Karasov & Diamond 1988)
actividades enzim4ticas de maltasa y sacarasa
ausentes 0 comparativamente muy bajas en
el intestino delgado, y altas actividades enzi-
miticas de trehalasa, 1a que hidroliza trehalosa,
aziicar de almacenamiento en insectos.
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MATERIALES Y METODOS
Animales y captura

Los animales (n = 6) fueron capturados en
Chile central a 80 km NE de Santiago utili-
zando trampas Sherman durante el otofio de
1992. Se trasladaron a Santiago, donde fueron
mantenidos en jaulas individuales durante 90
dfas, con dieta exclusiva de insectos (larvas
de Tenebrio molitor), huevos y agua ad lib.

Al término de la aclimatacién, los anima-
les fueron sacrificados. En el intestino delga-
do extrafdo y lavado con solucién fisiolégica
fria se determind su 4rea y peso (+ 0,0001 g).
Los tejidos fueron mantenidos durante todo el
tiempo a 4°C.

Obtencion de la fraccion celular

El intestino previamente trozado, fue homo-
genizado con cinco vohimenes de una solucién
Na(Cl al 1%, en tres pasadas por un homogeni-
zador de vidrio tipo Potter-Elvehjem con v4s-
tago de tefl6n y una tolerancia de 0,012 pul-
gadas. El homogenizado, filtrado mediante una
malla de nylon de 110 mesh, fue centrifugado
a 400 x g durante 10 min (véase Eichholz &
Crane 1974). El sobrenadante, que presentd
escasas actividades enzimdticas, fue descar-
tado, y 1a porcién de sedimento (pellet) resus-
pendido en solucién salina al volumen origi-
nal. La concentracién de protefnas en ambas
fracciones, usando como estdndar albimina
de suero bovino, fue determinada segin el
método de Lowry modificado por Peterson
(1977).

Preparaciones y ensayo de actividades
enzimdticas

Las actividades de disacaridasas se deter-
minaron por medicién de la concentracién de
glucosa liberada seguin el método de Dahlqvist
(1964) modificado por Martfnez del Rfo &
Stevens (1989).

La actividad enzim4tica s¢ determiné en un
volumen final de 200 pl, en un medio que
contenfa maleato de Na+ 10 mM, pH 6,5; 28
mM del sustrato (maltosa, sacarosa o treha-
losa), y fraccién celular. El protocolo consis-
ti6 de una preincubacién del sustrato por 5
min a 35° C, 1a reaccion se inici6 con la adicién

de 1la fracgioén celular que contenfa entre 5-25
yg de protefna. Se incubé por 10 min y la
reaccién se detuvo con 3 ml de glucosa Trinder
disuelta en 500 ml de solucién que contenfa
fosfato de Na* 250 mM, pH 7,0 y Tris-Hcl
500 mM, pH 7,0. Se continué la incubacién
por 18 min, y se ley6 la densidad éptica a 505
nm en un espectofotémetro Spectronic 21. Los
blancos se realizaron de igual modo pero en
ausencia de la fraccién membranosa, y 1a curva
estdndar de glucosa fue similarmente tratada
con reactivo de detencién y revelado (glucosa
Trinder).

Sobre la base de las mediciones de absor-
bangcia, las actividades disacarid4sicas se cal-
cularon como Ul/mg de protefnas del ribete
en cepillo de los enterocitos (membranas de
las células epiteliales del intestino delgado),
siendo Ul = micromoles de sustrato hidrolizado
por minuto. Las actividades disacarid4sicas se
compararon utilizando ANOVA de una vfa no
paramétrica (Kruskal-Wallis), y se expresaron
como media aritmética + DE. El nivel de re-
chazo para 1a hipétesis de nulidad se definié
en 5%.

RESULTADOS

La masa corporal promedio de los seis indi-
viduos fue de 31,5 £ 10,5 g, sin evidenciar
cambios significativos durante el perfodo de
aclimatacién. El peso hiimedo promedio del
intestino delgado al final del tratamiento fue
de 1,08 £ 0,47 g, mientras que el drea prome-
dio fue de 11,25 1 2,44 cm?2, El drea nominal
(excluyendo vellosidades y microvellosidades)
intestinal de Marmosa ¢s 54,7% inferior a la
esperada segin la relacién alométrica: Area
Intestinal Nominal (cm?2) = 0,47 m1.15, donde
m;, = masa corporal en gramos, documentada
por Herndndez & Martinez del Rfo (en prensa),
para microquirépteros.

La Fig. 1 muestra las actividades enzimA4ti-
cas comparadas de las disacaridasas de Mar-
mosa. Los valores de actividad enzimdtica
expresados como Ul/mg protefna fueron de:
0,78 + 0,48 para maltasa, 0,25 £+ 0,15 para
sacarasa, y 0,31 + 0,49 para trehalasa.

No se detectaron diferencias significati-
vas entre las actividades de las disacaridasas
estudiadas (Kruskal-Wallis, p > 0,05; véase
Fig. 1).
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Fig. 1: Actividades enziméticas (Ul/mg proteina)
de disacaridasas de Marmosa elegans medidas en
fraccién membranosa del ribete en cepillo del in-
testino delgado. UI = micromoles de sustrato hi-
drolizado por minuto. No se detecté diferencias
significativas en la actividad de las enzimas
(Kruskal-Wallis, p > 0,05). Cada barra representa
la media aritmética + DE.

Enzimatic activities (Ul/mg protein) of disaccharidases
meassured in the brush border membranous fraction from the
small intestine of Marmosa elegans. Ul = micromoles of
hydrolized sustrate per minute. Non significant differences

were found in the activity of the enzymes (Kruskal-Wallis, p
> 0.05). Bars represent arithmetic mean + SD.

DISCUSION

El hecho que la actividad enzimética de
trehalasa no sea significativamente mayor que
la de maltasa y sacarasa, permite rechazar las
predicciones elaboradas a partir de las hip6tesis
de Karasov & Diamond (1988), en el sentido
que el mantener 0 poseer una estructura mo-
lecular para hidrolizar nutrientes ausentes en
la dieta constituirfa un costo biosintético imiitil,
debiéndose reprimir y eliminar por seleccién
natural.

En efecto, las actividades de las disaca-
ridasas de los individuos de M. elegans man-
tenidos con régimen proteico forzado, son
comparables entre sf, y también con aquéllas
sefialadas en la literatura, incluso en grupos
filogenéticamente distintos. Por ejemplo, la
actividad de maltasa, expresada como Ul/mg
de protefna, es muy similar a 1a encontrada en
el homogenizado de mucosa intestinal de
Sturnus vulgaris, ave europea que incluye
frutas como importante componente estacional
de su dieta (Martinez del Rfo & Stevens, 1989).
La actividad de sacarasa detectada es también
comparable a la de la mucosa intestinal del
hamster (Cricetus cricetus), roedor cricético
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que ingiere semillas y frutos (Galluser et al.
1988) y que ademd4s estd sujeto a fuertes va-
riaciones estacionales en la actividad de estas
enzimas producto de sus estados de hiberna-
cién.

Se ha sugerido que si los disac4ridos estdn
presentes en la dieta se esperarfa detectar al-
gin nivel de actividad de las correspondientes
enzimas especfficas, 1o que se encuentra, por
ejemplo, en marsupiales (Kerry 1969). La ma-
yorfa de las especies de marsupiales estudia-
das hasta el momento presentan actividad en
todas las disacaridasas, con la excepcién del
canguro (Macropus giganteus) y del mar-
supial Isoodon obesulus, no presentan acti-
vidad de sacarasa; el koala (Phascolarctos ci-
nereus) también no presenta actividad de
trehalasa. Estas ausencias enziméticas parecen
ser el resultado de una alta especializacién
a la dieta. Sin embargo, especies de la familia
Dasyuridae, caracterizadas como carnfvoras,
presentan actividad de las tres enzimas, al igual
que Marmosa elegans.

Un ejemplo de alto correlato entre las ac-
tividades de disacaridasas y dieta ha sido do-
cumentado por Hernindez & Martfnez del
Rfo (en prensa). Estos autores han demostra-
do que las actividades enziméticas de malta-
say sacarasa en el murciélago insectfvoro
(Pteronotus personatus) es casi cinco veces
menor que en los murciélagos frugfvoros y
nectarfvoros (Glossophaga soricina, Lep-
tonycteris sanborni, Sturnira liliumy Artibeus
Jjamaicensis). Sin embargo, la actividad de
trehalasa (aziicar de almacenamiento en in-
sectos) s6lo es detectada en la especie insec-
tivora.

Hay varios factores que podrfan explicar
la presencia de disacaridasas en especies in-
sectfvoras. La ausencia de disacaridasas en el
tracto digestivo puede resultar letal para el
organismo cuando ingiere azicares (Rey &
Fresal 1967). Esto sugiere que la presencia de
disacaridasas en animales estrictamente car-
nfvoros/insectfvoros puede constituir m4s bien
un mecanismo de defensa frente a ia ingesta
casual u ocasional de presas no animales ricas
en disacéridos. Por otra parte, para el caso de
M. elegans, es también posible que los méto-
dos de andlisis estomacales realizados impidan
determinar restos de frutos, subestimdndose
este ftem en los estudios de nicho tréfico do-
cumentados hasta el presente.
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Nuestros resultados sugieren que M. elegans
no posee una restriccién fisiolégica/evolutiva
para hidrolizar disac4ridos presentes en los
frutos, y que esta actividad enzimética podrfa
ser fenotfpicamente modulable. Esta hipStesis
deberfa someterse a prueba con estudios en
que se determinen la relacién entre los meca-
nismos de digestién, las preferencias tréficas
y la abundancia y disponibilidad de alimento
en el ambiente.

Sin embargo, 1a ausencia o baja actividad
especffica de una enzima digestiva es condi-
cién necesaria pero no suficiente para explicar
las preferencias tréficas de los organismos.
Asf, la presencia de enzimas con actividades
bajas también constituirfa una restriccién fi-
siolégica sobre 1a conducta de alimentacién.
Por ejemplo, 1os tiempos de trinsito extrema-
damente rdpidos en algunas aves frugfvoras
evitan l1a hidrélisis eficiente de azicares y su
transporte intestinal, incluso en presencia de
las enzimas (Karasov & Levey 1990). En
efecto, el transito rdpido de alimento a través
del tracto digestivo no proveerfa el tiempo
necesario para procesar sustratos que deben
ser primero hidrolizados por enzimas digesti-
vas, y después transportados. Luego, desde 1a
Jserspectiva de la fisiologfa ecolégica de fo-
Tajeo y digestién, las preferencias tréficas
odrfan también ser consecuencias de tiempos
ie trdnsito rdpidos del alimento, lo cual serfa
sroducto de tractos digestivos cortos, con 4reas
yequefias y/o concentraciones de material re-
Tactario en la dieta que impidan la hidrélisis
ficiente.

Nuestras observaciones indican que Mar-
nosa es incapaz de sobrevivir s6lo con fruta
yor un largo tiempo, 1o cual sugiere la necesi-
lad de otros nutrientes esenciales en su dieta,
:omo los amino4cidos. Sin embargo, esta es-
)ecie ingiere y no rechaza frutos en el labora-
orio, lo que probablemente se relaciona con

a explotacién de frutos como recurso alimen-
ario durante perfodos temporales que signifi-
uen un cuello de botella nutricional en la
\aturaleza.
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