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RESUMEN

Se ha sugerido que los vertebrados carnivoros enfrentados a cambios en la composicién quimica de la dieta, serfan incapaces
de modular fenotipicamente algunas funciones digestivas, tales como el transporte de nutrientes y las actividades enzimaticas.
Sin embargo, en trabajos previos hemos mostrado que Thylamys elegans, un pequefio marsupial que habita ambientes
Mediterrdneos de Chile central, descrito como insectivoro, es capaz de cambiar los niveles de actividad de disacaridasas en
funcién a diferencias en la composicién quimica del alimento. Esta aparente ausencia de restricciones digestivas sugiere que
este animal podria comportarse como especie oportunista frente a cambios en la disponibilidad y abundancia de los recursos
tréficos. Si esto es asi, se esperan cambios estacionales de actividad de disacaridasas intestinales (i. e. sacarasa, maltasa y
trehalasa) asociados a cambios estacionales en la disponibilidad de insectos y frutos. En el presente trabajo se detectaron
diferencias significativas entre las actividades de las disacaridasas entre invierno y verano. Discutimos acerca de los
mecanismos de expresién y regulacién de dichas disacaridasas y analizamos las consecuencias fisiolégicas, conductuales y
ecolégicas de tales mecanismos.
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ABSTRACT

It has been suggested that carnivorous vertebrate species are unable to regulate digestive attributes, such as nutrient transport
and enzyme activities, when exposed to different diets. However, we have previously shown that the mouse-opposum
Thylamys elegans, a small insectivorous marsupial inhabiting the Mediterranean environments of central Chile, is able to
changeits dissacharidase activity levels, inresponse to differences in the chemical composition of the food items. The absence
of such digestive constraint suggest that T. elegans may behaves opportunistically inresponse to changes in the environmental
availability and abundance of their trophic resources. Consequently, all else being equal, we expect that seasonal change in
intestinal dissacharidases activities (i.e., sucrase, maltase and threalase) tend to be correlated with seasonal changes in fruit
and insect availability. We detected significant differences between the activities of such dissacharidases between winter and
summer. We hypothesize about the mechanisms of regulation and expression offsuch dissacharidases, and discuss the
physiological, behavioral and ecological consequences of such mechanisms.

Key words: Thylamys elegans, diet, phenotypic plasticity, dissacharidases.

INTRODUCCION

El pequefio marsupial Thylamys elegans,
sensu Kirsh et al. (1993) (Marsupicarnivora:
Didelphidae) es una de las especies del
ensamble de pequefios mamiferos en el
centro, norte y sur de Chile. Los estudios de
nicho tréfico en diferentes habitats han do-
cumentado cambios espaciales y tempora-
les de los héabitos alimentarios en las dife-
rentes especies. Estos cambios dietarios se

han correlacionado con la abundancia y
disponibilidad de recursos tréficos en el
ambiente. En general, los micromamiferos
y especialmente los roedores cricétidos de
este ensamble responden como especies
oportunistas (Mufioz-Pedreros et al. 1990)
La excepcién es T. elegans que siempre se
la ha clasificado como una especie
insectivora. De los andlisis estomacales
realizados, mas del 90% de ladieta anual de
esta especie corresponde a insectos y la
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diferencia, en su mayoria, a frutos y semi-
llas. No se han documentado variaciones
estacionales o geogrificas en la dieta de
estaespecie (Glanz 1977, Meserve & Glanz
1978, Meserve 1981, Meserve et al. 1988).

En marsupiales como 7. elegans es dificil
definir el limite entre carnivoria y omni-
voria, en parte debido a la ausencia de
informacién suficientemente detallada de
la ecologia e historia natural de esta espe-
cie. De acuerdo con Hume (1982) las téc-
nicas usuales para determinar el contenido
estomacal no permiten un grado de resolu-
cién tal que sea posible establecer las pro-
porciones relativas de los distintos tipos de
alimentos consumidos.

La conducta tréfica de los organismos
estd influenciada, en parte por la disponi-
bilidad de recursos en el ambiente. Sin
embargo, existen restricciones fisiolégicas
histéricas en el sistema digestivo que limi-
tan los procesos de alimentacién y diges-
tién, lo que se expresa en un patrén tréfico
particular (Karasov & Diamond 1988,
Martinez del Rio & Stevens 1989). Asi, las
caracteristicas digestivas estan altamente
correlacionadas con la dieta natural de los
individuos. Particularmente, la actividad
de las enzimas disacaridasas localizadas en
la membrana plasmdtica de los enterocitos
de vertebrados, es un buen ejemplo de ello.
Los animales que no incluyen disacaridos
en su dieta, presentan escasa o nula actividad
de las disacaridasas especificas (Kerry &
Messer 1968, Kerry 1969, Zoppi &
Shmerling 1969, Hume 1982, Martinez del
Rio & Stevens 1988, Stevens 1990, Martinez
del Rio 1990, Herndndez & Martinez del
Rio 1992). Paralelamente, la capacidad de
regular los mecanismos digestivos de
acuerdo a los substratos dietarios estd pre-
sente en especies omnivoras y herbivoras,
pero no en carnivoras/insectivoras
(Diamond & Buddington 1987, Buddington
etal. 1987). De estaforma, los insectivoros
no sélo presentarian niveles basales de
capacidad hidrolitica sino que ademds no
poseerian la maquinaria molecular regu-
latoria para incrementar la actividad
enzimadtica en la membrana de acuerdo a la
composicién quimica de la dieta, a lo que
llamamos hipétesis de rigidez fenotipica.
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Sin embargo, se ha documentado que T.
elegans posee actividades importantes de
enzimas disacaridasas, similares a las do-
cumentadas para especies frugivoras y
omnivoras (Sabat et al 1993). Por otro lado,
esta especie insectivora es capaz de modular
los niveles de disacaridasas segiin la com-
posicién quimica de la dieta. Asilaactividad
de sacarasa aumenta significativamente
cuando los animales son sometidos a una
dieta concentrada de sacarosa, rechazando
la hipétesis de rigidez fenotipica (Sabat
1993, Sabat, Bozinovic & Zambrano,
resultados no publicados).

Esta aparente incongruencia entre los ni-
veles de disacaridasas presentadas por T.
elegans y la dieta documentada, plantea la
necesidad de analizar la problemaética des-
de otra perspectiva. Asi, no seria tan clara
la correspondencia entre las caracteristicas
digestivas de T. elegans y la dieta docu-
mentada para esta especie. Sin embargo,
debido al bajo grado de resolucién que
tienen los analisis dietarios realizados en
esta especie, es probable que se haya sub-
estimado la presencia de azicares en su
dieta natural, lo que explicaria los niveles
de actividad de disacaridasas en la mucosa
intestinal.

Los datos disponibles sugieren que esta
especie no poseeria una restriccién fisiol4-
gica a nivel celular para la digestién
eficiente de carbohidratos y, sumadoalala
capacidad de modular sus caracteristicas
digestivas frente a cambios en los niveles
de substratos dietarios, podria comportarse
como especie oportunista frente a cambios
en la disponibilidad y abundancia de recur-
sos tréficos. Si esto es cierto, debieran
evidenciarse diferencias en la actividad de
disacaridasas entre individuos de T. elegans
sometidos a una oferta diferencial de
nutrientes en el ambiente, asociados por
ejemplo a las fluctuaciones estacionales en
la disponibilidad de recursos alimentarios
(paraun estudio estacional de disacaridasas
véase Galluser et. al. 1988).

El objetivo de este trabajo es estudiar la
variaciéon estacional de la actividad
hidrolitica de disacaridasas intestinales de
T. elegans, especificamente la actividad de
sacarasa maltasa y trehalasa. Debido a que
durante el verano existe un marcado au-



CAMBIOS ESTACIONALES EN THYLAMYS £LEGANS 22!

mento en la oferta de frutos en el habitat de
T. elegans (véase Materiales y Métodos), y
si la dieta de esta especie presenta
estacionalmente cambios importantesen la
composiciéon quimica (fluctuaciones en la
ingesta de azidcares proveniente de frutos)
se predice un aumento en los niveles de
actividad disacariddsica en aquellos meses
en que los frutos son mis abundantes.
Ademas, los estudios de regulacién de la
expresion enzimatica en mamiferos han
mostrado que los cambios en la actividad
enzimdtica de disacaridasas, aunque me-
diadas por hormonas (especialmente
glucocorticioides) generalmente estdn
asociadas a cambios en la composicién
quimica de la dieta (véase Galand 1989). Es
por esto que cambios en los niveles de
actividad de disacaridasas probablemente
se relacionen con cambios en la composi-
cién quimica de la dieta.

Sacarasa, maltasa, y trehalasa son tres
glicoproteinas integrales de la membrana

de la chapa estriada de los enterocitos de
vertebrados. Sacarasa (complejo sacarasa-
isomaltasa) esta compuesta de dos subuni-
dades, una de 120 KD y otra de 140 KD,
cada una de las cuales posee un finico sitio
activo. Esta enzima degrada sacarosa,
azidcar presente en frutos, a fructosa y
glucosa. Posee ademas actividad catalitica
sobre maltosa. Maltasa (complejo maltasa-
glucoamilasa) posee un peso molecular de
250 KD y posee dos subunidades proteicas
en mamiferos (Prosser 1991). En algunas
aves se constituye de una sola cadena
polipeptidica. Se encarga de la hidrélisis
de maltosa, aziicar presente en tejido animal
(glicégeno) y vegetal (almidén), liberando
como producto glucosa. Trehalasa es una
enzima simple, monomérica, de 65-75 KD.
Hidroliza trehalosa, disacarido presente en
artrépodos, hongos y algas liberando
glucosa (Vonk & Western 1984, Wall &
Bailey 1985, Galand 1989, Stevens 1990,
Prosser 1991).

TABLA 1

Masa corporal (Mb), constante de actividad (V_, ) y afinidad (K ) de las enzimas estudiadas en
. animales de invierno y verano. Todos los valores se presentan como media aritmética £ DE.

Body mass (Mb), activity constant (V_, ) and affinity (K ) in three enzymes studied in summer and winter animals.
All values are expressed as arithmetic mean £ SD.

Parametros Invierno Verano P
Mb (g) 41,37 £10.22 21,75 £2,17 < 0,05
n 7 7
Sacarasa
\ 0,098 + 0,03 0,174 £ 0,03 < 0,05
(Ul/mg prot)
K, (mM) 9,93 + 2,64 3,75 £ 1,67 < 0,05
Maltasa
Vo 0,079 £ 0,02 0,085 £ 0,01 > 0,05
(UYl/mg prot)
K_ (mM) 2,07 £0,53 0,75 £ 0,08 > 0,05
Trehalasa
V.. 0,071 £ 0,01 0,087 £ 0,02 > 0,05
(Ul/mg prot)
K _(mM) 1,91 £1,03 1,54 £ 0,73 > 0,05
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MATERIALES Y METODOS
Animales y captura

Los animales fueron capturados en Chile
central en lalocalidad de E1 Pangue a 80 km
NE de Santiago, en la primera semana de
los meses de Septiembre y Enero, los cua-
les presentan marcadas diferencias en la
abundancia de frutos (RO Bustamante, co-
municacién personal) e insectos (Lépez-
Calleja & Diaz-Barraza 1991". Inmedia-
tamente después de capturados, los anima-
les fueron pesados conunabalanza AVINET
(£ 0,5 g) y se sacrificaron. Se extrajo el
intestino delgado y luego de un lavado con
solucién 0,9% de NaCl se estimé su drea
midiendo el largo y ancho. Luego de ésto se
almacenaron las muestras en nitrégeno li-
quido para su posterior traslado al labora-
torio en Santiago. El tiempo transcurrido
desde el sacrificio de los animales hasta el
almacenamiento en nitrégeno liquido fue
inferior a 5 min.

0.2 T T T

Il VERANO
[ JINVIERNO

Actividad enzimatica
(Ul/mg proteina)

0.0

Sacarasa Maltasa Trehalasa

Fig. 1: Actividad enzimdtica (UI/mg proteina) de
disacaridasas medidas en el homogeneizado
intestinal de T. elegans a 28 mM en dos estaciones.
Se detectaron diferencias significativas en la
actividad de sacarasa (Wilcoxon, P< 0.05). Cada
barra representa la media aritmética + DE.
Enzymatic activity (Ul/mg proteina) of disaccharidases
measured in the intestingl homogenate of T. elegans at 28
mM in two season. Significant differences were found in
sucrose activity (Wilcoxon, P < 0.05). Bars represent
arithmetic mean = SD.
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Preparacion y ensayo de actividades
enzimdticas

El intestino de los individuos de los dos
grupos experimentales, previamente troza-
do, se homogeneiz6 con diez volimenes de
una solucién NaCl al 1%, en tres pasadas
por un homogeneizador de vidrio tipo
Potter-Elvehjem con vastago de teflén y
una tolerancia de 0,012 pulgadas. El
homogeneizado, filtrado mediante una
malla de nylon de 110 mesh, se sometié a
ultrasonido con el fin de disgregar las
particulas en suspensién. La concentracién
de proteinas se determind, usando albumina
de suero bovino, como estandar (Peterson
1977). Las actividades de disacaridasas se
determinaron por medicién de la concen-
tracién de glucosa liberada segiin el méto-
do de Dahlqvist (1964) modificado por
Martinez del Rio & Stevens (1988).

Los ensayos enzimaticos se realizaron en
un rango de concentraciones (de 0,5 a 100
mM) de substratos (trehalosa, maltosa y
sacarosa) con el fin de caracterizar la
cinética, velocidad maxima (V__ )y afini-
dad por el substrato de las enzimas (K ), de
las dos estaciones. Las actividades enzima-
ticas se expresan como Ul/mg de proteinas
del homogeneizado, siendo Ul = micro-
moles de substrato hidrolizado por minuto.

Andlisis estadistico

Las actividades disacariddsicas se compa-
raron utilizando una prueba no paramétrica
de Wilcoxon (véase Steel & Torrie, 1985).
Para estimar tanto el efecto de las estacio-
nes como el de otras variables (e.g. activi-
dad sacardsica) sobre las actividades
enzimaticas, se realiz6 un andlisis de
covarianza (ANCOVA). Los datos se
expresaron como media aritméticat DE. El
nivel de rechazo para la hipétesis de nuli-
dad fue de 5%.

() LOPEZ-CALLEJA MV & M DIAZ-BARRAZA (1991)
Comportamiento tréfico de Zonotrichia capensis
(Paseriformes) y fluctuacion temporal en la disponibilidad
del alimento. Archivos de Biologia y Medicina Experimenta-
les. 24:R197
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RESULTADOS
Morfologia

La masa corporal de individuos capturados
en invierno (41,37 + 10,22 g, n = 7) es
significativamente superior a la de indivi-
duos de verano (21,75 2,17 g,n=7) (P
< 0,003).

Actividades enzimdticas

La actividad de sacarasa medida a una con-
centraciéon de 28 mM y expresada como UI/
mg proteina es significativamente mayor
(z = 3,06, P <0,05) en los animales captu-
rados en verano (0,156 = 0,023) que en
aquellos capturados en invierno (0,074 *
0,027). Tanto la actividad de maltasa (z =
0,753, P > 0,05) como la de trehalasa (z =
1,79, P = 0.07) no mostraron diferencias
significativas.

Las constantes de afinidad (K ) expre-
sadas en mM mostraron diferencias signi-
ficativas para el caso de sacarasa (z = 2,9,
P < 0,001) y para maltasa (z = 2,37, P <
0,05). Trehalasa no muestra diferencias
significativas (z = 0,86, P = 0,38) en su
constante de afinidad (Tabla1).La 'V __ de
las tres actividades enzimdticas sigue el
mismo patrén que la actividad medida a
una concentracién fija de 28 mM (Tabla 1).

DISCUSION

De las tres actividades enzimaticas estu-
diadas, la de sacarasa es la tinica que evi-
dencia un cambio estacional significativo.
En efecto, esta actividad expresada tanto
como V__ (Tabla 1) o como actividad a 28
mM (Fig. 1), es mayor en verano. Paralela-
mente, debido a que las actividades
enzimdticas son moduladas por la compo-
sicién quimica de la dieta (Sabat 1993,
Sabat, Bozinovic & Zambrano, resultados
no publicados), el aumento en la actividad
de sacarasa en verano podria estar corre-
lacionado con un aumento en la ingesta de
azicares en esta temporada, es decir, por un
efecto directo de la composicién quimica
de la dieta. Debido a que en el sitio de
estudio existe una mayor oferta de frutos en
verano, es probable que T. elegans en esta

estacién consuma cantidades importantes
de frutos (y quizd otros tejidos vegetales)
como suplemento nutricional o como fuen-
te de recurso hidrico. Paralelamente, las
diferencias en la disponibilidad de frutos,
seguramente determinan cambios
estacionales en la dieta de la fauna de
artrépodos de la localidad de estudio. Si
esto es asi, es probable que en los meses de
verano T. elegans reciba un aporte indi-
recto mayor de aziicares, mediante el con-
sumo de insectos que a su vez consumen
frutos ricos en sacarosa y que poseen azi-
cares en el tracto digestivo (véase Reeder
1970, Bell 1990, Hernidndez & Martinez
del Rio 1992). Lo anterior podria explicar
el aumento de la actividad disacariddsica
en la estacién de verano. Sin embargo, el
que la actividad de maltasa no cambie,
aparentemente plantearia una cierta con-
tradiccidn.
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Fig. 2: Relaci6n entre la actividad enzimdtica intestinal
de sacarasa y maltasa en T. elegans. La linea gruesa
representa la correlacién realizada en conjunto con
animales aclimatados a dietas experimentales: Y =
0.466X, 12 = 0.86 (Sabat 1993, Sabat, Bozinovic &
Zambrano, resultados no publicados). La linea delgada
muesta la relacién en animales de invierno (notese que
la intercepcién al eje de las ordenadas es diferente en
este grupo)

Relationships between intestinal sucrase and maltase activities in
T. elegans. Thick line represent the correlation obtained with
animals acclimated at experimental diets: Y = 0.466X, r* = 0.86
(Sabat 1993, Sabat, Bozinovic & Zambrano, unpublished results)
Thin line represent a correlation in winter animals (note that the
intercept is different in this group).
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Como se sabe, las actividades de sacarasa
y maltasa en esta especie estaria dada por
un sélo complejo enzimadtico, el complejo
sacarasa~isomaltasa, es decir estas dos ac-
tividades son dependientes (Sabat, Bozinovic
& Zambrano, resultados no publicados). Al
realizar un andlisis de correlacién entre
estas dos actividades enzimdticas, éste es
significativo y positivo, y el intercepto con
el eje de las ordenadas no difiere significa-
tivamente de cero (véase Fig. 2).

Es pococlaro, entonces, por qué laactivi-
dad de maltasa es tan alta en invierno,
temporada en la cual la actividad de sacarasa
estd mas deprimida. Como la actividad de
sacarasa es mds alta en verano que en
invierno, no asi la de maltasa, es posible
pensar en la presencia de isoenzimas que
posean actividad maltdsica, cuyos meca-
nismos de regulacién podrian ser indepen-
dientes al de sacarasa. Un aumento en estas
isoenzimas compensarian la pérdida o au-
sencia de expresion de la actividad debido
a los bajos niveles de sacarasa-isomaltasa
en las membranas.

Al analizar los resultados de este trabajo,
en conjunto con los datos obtenidos de
animales sometidos a dietas experimenta-
les (Sabat 1993, Sabat, Bozinovic &
Zambrano, resultados no publicados), se
obtiene que los animales de verano no di-
fieren ni en el intercepto con el eje de las
ordenadas ni en la pendiente de la relacién
de actividad maltdsica y sacardsica
(ANCOVAF, |, = 6,02, p <0,05). Sin em-
bargo, en los animales de invierno, a pesar
de no existir una diferencia significativa
entre las pendientes, existe una tendencia
cuya probabilidad cae en el borde de
significancia (0.05 < p < 0.1). Esto sugiere
que el punto de interseccién con la ordena-
da, en la relacién de las actividades
enzimditicas de maltasa y sacarasa, seria
diferente en este grupo (véase Fig. 2). Esta
tendencia sugiere que estos animales pre-
sentarian actividad de maltasa indepen-
diente del complejo sacarasa-isomaltasa.
Esta actividad serfa el resultado de la pre-
sencia del complejo maltasa-glucoamilasa,
lo que estaria dando cuenta de los niveles
elevados de maltasa en invierno, compara-
ble a los niveles encontrados en verano.
Otro dato que refuerza esta idea es que las

SABAT & BOZINOVIC

caracteristicas bioquimicas de maltasa en
invierno son diferentes. Esto se deduce del
hecho que la afinidad por el substrato es
significativamente menor (mayor K ) que
la de los otros grupos estudiados (Tabla 1).

Al igual que lo sucedido con la actividad
de sacarasa, la modulacién de la actividad
de maltasa-glucoamilasa (u otra maltasa)
podria estar asociada a cambios en la
composicién quimica de la dieta. Como se
ha dicho, el disacdrido que es hidrolizado
por maltasa (maltosa) puede provenir de
tejidos vegetales y animales, en forma de
polisacaridos complejos como el almidén y
glic6geno. Asi, los animales en invierno
podrian estar consumiendo mayor cantidad
de estos substratos, los que podrian activar
o inducir la produccién de este complejo
enzimdtico. E1 mayor tamafio corporal de
estos individuos (Tabla 1) probablemente
tenga implicancias sobre la dieta natural de
los individuos (véase Vézina 1985). Indivi-
duos mas grandes podrian tener acceso a
presas animales mayores, como pequefios
reptiles, mamiferos y aves (Mann 1978),
presas con altos contenidos de glicégeno, -
i.e. sobre el 2% del peso fresco de misculos
y del 10% del higado (Lehninger 1982).

La gran variabilidad encontrada en los
niveles de maltasa en animales de invierno
podria deberse a una mayor sensibilidad de
los mecanismos de regulacién de la expre-
si6n del complejo maltasa-glucoamilasa,
de manera que la historia inmediata de
alimentacién tendria una importancia
crucial. De esta forma, aquellos animales
que hubiesen consumido recientemente al-
gunas presas ricas en glicégeno, mostrarian
niveles de maltasa significativamente ma-
yores.

El hecho que la K de sacarasa muestre
variacién estacional planteala posibilidad
de que existan isoenzimas del complejo
sacarasa-isomaltasa. Sin embargo, también
es posible que, manteniéndose las formas
enzimdticas, sus propiedades bioquimicas
sean afectadas por algin tipo de efector que
produzca modificaciones alostéricas en la
enzima, como es el caso de las enzimas del
metabolismo aerébico (Stadtman & Chock,
1978).

Por otro lado, la ausencia de diferencias
significativas en la actividad de trehalasa
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entre las dos estaciones, sugiere que los
niveles del sustrato especifico (trehalosa,
azicar de almacenamiento de insectos) se
mantiene constante a lo largo del afio. Esto
se correlaciona con la constancia en la
abundancia de insectos entre invierno y
verano. Aternativamente es también posi-
ble que el mecanismo de regulacién de esta
enzima sea mds rigido y no sea tan sensible
a la composicién quimica del alimento,
como lo son maltasa y sacarasa.

Por dltimo nuestras observaciones y re-
sultados nos permiten sugerir que, si se
desea contribuir en forma significativa a
los aspectos tedricos de la ecologia fisiol6-
gica y conductual del forrajeo y digestién
animal, pensamos que es muy importante
determinar la composicién quimica de los
recursos tréficos junto al origen de éstos.
Esto permite establecer tanto correlaciones
validas entre las caracteristicas digestivas
de los organismos y su dieta natural, como
las implicancias ecoldgicas y evolutivas de
tales caracteristicas (Bozinovic 1993).
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