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Figura 4.

Mapa do Plano Diretor de Ordenamento Territorial do Distrito Federal (PDOT) que
zoneia a regido em &rea urbana (amarelo), area rural (cinza) e area de preservacdo
(verde). As estrelas marcam as col6nias: 1- Nyctinomops laticaudatus; 2- Cynomops
planirostris e Molossus molossus; 3- Eumops perotis; 4- Histiotus

IAPNANOPLEIUS. ...ttt 22

Pontos de coleta com colénias de morcegos insetivoros em area urbana e suas
peculiaridades na forma de coleta. As setas apontam as entradas das colonias. A e B
mostram as colonias de N. laticaudatus e M. molossus, respectivamente, na dilatacéo
de prédios da quadra comercial da 405 Sul, Brasilia. C mostra os prédios do
residencial Cidade Jardins, em Valparaiso, entorno do DF. Nesta colénia os
morcegos da espécie E. perotis vivem no sétdo dos prédios, mostrado em D e sdo
capturados com um pugcé (representado na imagem). Repare na quantidade de fezes
depositada no chdo. E e F mostram a entrada da colonia de N. laticaudatus nas
dilatagbes do Restaurante Universitario (RU) da Universidade de Brasilia. Nas
col6nias do RU e na 405 Sul, os morcegos foram capturados com uma rede de neblina
presa a um aro (bambolé), a figura G mostra os morcegos presos a esta armadilha e
em A vemos a armadilha montada. Finalmente, H mostra o 1° andar de uma casa em
reforma onde a espécie H. diaphanopterus reside. Redes de neblina foram montadas
em torno de toda o andar, de forma a interceptar a saida e entrada dos morcegos,
como mostra a imagem. Imagens do autor, com excecao da figura C, pertencente a
AIDEIO Brandao. .......cocveeiiiiieie e 23

Esquema do passo-a-passo da analise por metabarcoding desde a coleta da amostra
ambiental até a comparacgdo das sequéncias com o banco de dados de referéncia, 0s

comandos utilizados na bioinforméatica pertencem ao programa OBITools.

Comparacao do BCI da saida (cinza escuro) e volta (cinza claro) dos individuos das
colbnias em cada uma das estacOes (chuva e seca) nas populacGes de N. laticaudatus
(A) e H. diaphanopterus (B). BCI entre estacdes para N. laticaudatus (b = 0.020287,
Rz = 0.1689; P = 0.00811) e H. diaphanopterus (b = 0.037696; Rz = 0.2396; P =
0.00135). N&o houve diferenga significativa entre o BCI dos individuos de ambas as
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Figura 7. Abundancia relativa das ordens de inseto presente na dieta das espécies de morcegos
em é&rea urbana. As abundancias refletem o nimero de leituras de cada MOTU
associada a ordem a cada 10000 leituras. Ha variacao significativa da composi¢do da
dieta entre as espécies de morcego (R? = 0.21092, P = 0.001), porém néo entre
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Figura 8. Redes de interacdo entre morcegos insetivoros e suas presas em area urbana em
periodo de chuva (A) e seca (B). Esferas pretas representam morcegos e esferas
vermelhas representam familias de insetos. A espessura da linha indica a forga da
interacdo morcego-inseto. As familias de insetos comuns em periodos de seca e
chuva: 7-Carabidae, 13-Crambidae, 14-Culicidae, 16-Delphacidae, 17-
Drosophilidae, 20-Formicidae, 25-Gyrinidae, 29-Liturgusidae, 30-Lycaenidae, 31-
Lygaeidae, 32-Mantidae, 38-Noctuidae, 40-Nymphalidae, 42-Papilionidae, 50-
Scarabaeidae, 54-Syrphidae, 56-Tephritidae, 59-Vespidae. As familias encontradas
apenas no periodo de seca: 1-Alydidae, 2-Aphididae, 4-Batrachedridae, 5-
Braconidae, 9-Cercopidae, 10-Chironomidae, 12-Chrysopidae, 19-Eucharitidae, 21-
Gelechiidae, 22-Geometridae, 23-Geotrupidae, 26-Hesperiidae, 27-Hymenopodidae,
28-Limoniidae, 33-Mantispidae, 35-Miridae, 37-Nabidae, 44-Plutellidae, 45-
Pyralidae, 46-Pyrrhocoridae, 47-Rhaphidophoridae, 48-Rhinotermitidae, 49-
Sarcophagidae, 51-Sesiidae, 52-Staphylinidae, 57-Termitidae. As familias
encontradas apenas no periodo de chuva: 3-Apidae, 6-Calliphoridae, 8-

Cecidomyiidae, 11-Chrysomelidae, 15-Curculionidae, 18-Dytiscidae, 24-
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Gracillariidae, 34-Membracidae, 36-Mycetophilidae, 39-Nolidae, 41-Oecophoridae,
43-Pentatomidae, 55-Tenebrionidae, 58-Tettigoniidae. ..........ccccceveririiiiinincnenn 36
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Apidae, 6-Calliphoridae, 7-Carabidae, 8-Cecidomyiidae, 11-Chrysomelidae, 13-
Crambidae, 14-Culicidae, 15-Curculionidae, 16-Delphacidae, 17-Drosophilidae, 18-
Dytiscidae, 20-Formicidae, 24-Gracillariidae, 25-Gyrinidae, 29-Liturgusidae, 30-
Lycaenidae, 31-Lygaeidae, 32-Mantidae, 34-Membracidae, 36-Mycetophilidae, 38-
Noctuidae, 39-Nolidae, 40-Nymphalidae, 41-Oecophoridae, 42-Papilionidae, 43-
Pentatomidae, 50-Scarabaeidae, 54-Syrphidae, 55-Tenebrionidae, 56-Tephritidae,
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frequéncia que cada familia de inseto ocorre como item alimentar das espécies de
morcego. 1-Alydidae, 2-Aphididae, 4-Batrachedridae, 5-Braconidae, 7-Carabidae, 9-
Cercopidae, 10-Chironomidae, 12-Chrysopidae, 13-Crambidae, 14-Culicidae, 16-
Delphacidae, 17-Drosophilidae, 19-Eucharitidae, 20-Formicidae, 21-Gelechiidae,
22-Geometridae, 23-Geotrupidae, 25-Gyrinidae, 26-Hesperiidae, 27-
Hymenopodidae, 28-Limoniidae, 29-Liturgusidae, 30-Lycaenidae, 31-Lygaeidae,
32-Mantidae, 33-Mantispidae, 35-Miridae, 37-Nabidae, 38-Noctuidae, 40-
Nymphalidae, 42-Papilionidae, 44-Plutellidae, 45-Pyralidae, 46-Pyrrhocoridae, 47-
Rhaphidophoridae, 48-Rhinotermitidae, 49-Sarcophagidae, 50-Scarabaeidae, 51-
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RESUMO

Diversos vertebrados sdo afetados negativamente pela fragmentacdo e perda de habitat
resultante da urbanizacdo, contudo algumas espécies toleram e até se beneficiam em hébitats
urbanos. Os morcegos sdo o grupo de mamiferos mais sinurbanos, sobretudo os insetivoros que
utilizam os espacos abertos consequentes da urbanizacdo como habitat de forrageamento,
utilizando edificacbes como abrigos e se aproveitando da luz dos postes, que atraem insetos,
para forragear. Contudo, na regido neotropical hd uma lacuna no conhecimento da dieta de
morcegos insetivoros de &rea urbana. Por isso, este trabalho objetivou identificar a diversidade
de insetos presentes nas fezes de cinco espécies de morcegos insetivoros utilizando a técnica de
DNA metabarcoding. Avaliou também a diferenca na diversidade e composicao da dieta entre
periodos de seca e chuva e analisou a contribuicdo minima do forrageio no peso dos individuos
por noite, refletindo na quantidade de dieta consumida. Foi realizada coleta individual das fezes
dos morcegos em campo e analises DNA metabarcoding em laboratorio, a fim de comparar as
sequéncias obtidas com banco de dados genético. O indice de condicdo corporal dos individuos
é maior no periodo de seca. H4 menor variacdo de familias de insetos na dieta no periodo de
chuva em Nyctinomops planirostris, Molossus molossus e Histiotus diaphanopterus, indicando
maior seletividade de itens que na seca, determinado pela menor disponibilidade de recursos,
contudo, ao nivel de ordem esta diferenca ndo é observada, 0 que sugere que hiveis superiores
de identificacdo taxondmica de insetos podem camuflar uma ampliacdo na composicao da dieta,
gue pode ser observada em niveis taxonémicos mais baixos. A espécie Cynomops planirostris,
ao contrario das demais espécies, ampliou sua dieta no periodo de chuva. Os morcegos urbanos
tém dieta variada composta principalmente de Lepidoptera, Diptera e Hemiptera com diferenca
na composicdo entre as espécies. Ha vérios itens alimentares que sdo potenciais pragas

agricolas, que sugerem que esses morcegos complementam suas dietas fora da area urbana ou
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que estas pragas agricolas ndo encontram na &rea urbana um limitante para a sua distribuig&o.
Este é o primeiro estudo que avalia a dieta de morcegos insetivoros em area urbana com
abordagem DNA metabarcoding na regido neotropical e o primeiro a descrever a dieta de
Histiotus diaphanopterus, Cynomops planirostris e Nyctinomops laticaudatus. Este tipo de
estudo é de suma importancia em regides inseridas em hotspots de biodiversidade que possuem
uma expansdo réapida das cidades, uma vez que ha um grande impacto dessas mudangas para
fauna silvestre.

Palavras-chave: metabarcoding; morcegos insetivoros; neotrépico; sazonalidade;

urbanizagéo.

ABSTRACT

Several vertebrates are negatively affected by fragmentation and habitat loss resulting from
urbanization, but some species tolerate and even benefit from urban habitats. Bats are the group
of most sinurban mammals, especially insectivores that use the open spaces resulting from
urbanization as a foraging habitat, using buildings as shelters and taking advantage of the light
of the poles that attract insects to forage. However, in the neotropical region there is a gap in
the knowledge of the diet of urban insectivorous bats. Therefore, this study aimed to identify
the diversity of insects present in the feces of five species of insectivorous bats using the DNA
metabarcoding technique. It also evaluated the difference in diet diversity and composition
between periods of drought and rain and analyzed the minimum contribution of forage in the
weight of individuals per night, reflecting on the amount of diet consumed. Individual bat feces
were collected in the field and DNA metabarcoding analyzes were performed in the laboratory
in order to compare the sequences obtained with a genetic database. The Body Condition Index

(BCI) of individuals is higher during the dry season. There is less variation of insect families in
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the rainy season diet in Nyctinomops planirostris, Molossus molossus and Histiotus
diaphanopterus, indicating higher item selectivity than in drought, determined by the lower
availability of resources, however, at the level of order this difference is not observed. This
suggests that higher levels of insect taxonomic identification may camouflage an increase in
diet composition that can be observed at lower taxonomic levels. The species Cynomops
planirostris, unlike the other species, expanded its diet in the rainy season. Urban bats have a
varied diet composed mainly of Lepidoptera, Diptera and Hemiptera with difference in
composition between species. There are several food items that are potential agricultural pests,
which suggest that these bats supplement their diets outside the urban area or that these
agricultural pests do not find a limit to their distribution in the urban area. This is the first study
to evaluate the diet of insectivorous bats in urban areas with DNA metabarcoding approach in
the neotropical region and the first to describe the diet of Histiotus diaphanopterus, Cynomops
planirostris and Nyctinomops laticaudatus. This type of study is of paramount importance in
regions within biodiversity hotspots that have a rapid expansion of cities, as there is a large
impact of these changes on wildlife.

Keywords: metabarcoding; insectivorous bats; neotropic; seasonality; urbanization.
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INTRODUCAO

A urbanizacdo é uma das principais formas de mudanca no uso da terra e vem se
expandindo, especialmente no Gltimo século, com o aumento acelerado da populacdo humana
(Miller & Hobbs, 2002). A populagéo urbana mundial aumentou de 751 milhGes em 1950 para
4,2 bilhdes de pessoas em 2018 (UNPD, 2018). Esse aumento é impulsionado pelo crescimento
geral da populacéo e pelo deslocamento daqueles que migram de regides rurais (Grimm et al.,
2008). Juntos, esses dois fatores projetam um acréscimo de 2,5 bilhdes individuos na populacéo
urbana mundial até 2050, com quase 90% deste crescimento ocorrendo na Asia e na Africa
(Montgomery, 2008). Hoje, as regides mais urbanizadas incluem a América do Norte (82%),
América Latina e Caribe (81%) e Europa (74%) (UNPD, 2018) e muitos desses ambientes com
crescente aumento da urbanizagdo concentram hotspots de biodiversidade (Seto et al., 2012).
Essa modificacdo do ambiente caracterizada por grandes areas de superficies impermeaveis
(McKinney, 2002), alteram caracteristicas que impactam a paisagem (Grimm et al., 2008), bem
como regides rurais e areas protegidas proximas (Pereira et al., 2010), o que resulta em uma
diminuicdo de area disponivel para as espécies silvestres, que consequentemente contribui para
a reducdo da biodiversidade e uma homogeneizacdo bidtica (McKinney & Lockwood, 1999).

A urbanizacdo pode suprimir algumas pressdes seletivas como as variagdes temporais
de alimento, agua e risco de predacdo (Shochat et al., 2006). Contudo, traz novos estressores
como barulho, toxinas e doencas associadas, que podem selecionar espécies ou alterar o
comportamento, a morfologia e a estrutura genética das populaces (Shochat et al., 2006)
agindo como novas pressdes seletivas. As espécies resistentes a tais pressdes sdo espécies
tolerantes a areas urbanas ou sinurbanas (Francis & Chadwick, 2012). As comunidades
formadas por essas espécies apresentam um padrdo com alta dominancia de individuos de

poucas espécies, gerando uma homogeneizagdo biotica (McKinney, 2006).
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Historicamente, o maior nimero de estudos da presenca de vida selvagem em éarea
urbana se concentra na Europa e nos Estados Unidos (EUA), provavelmente pelo fato dos
principais programas e atividades de monitoramento da vida selvagem urbana estarem presentes
nesses locais (Adams, 2005). Muitos desses estudos sdo com invertebrados, em especial 0s
artrépodes, bem estudados em éareas urbanas, e indicados como excelentes bioindicadores
(Jones & Leather, 2013). Entre os vertebrados, excetuando animais domésticos, uma variedade
de répteis, aves e mamiferos sdo visualizados em &rea urbana como os pombos, esquilos,
lagartos, pardais, corujas, guaxinins, periquitos, lagartixas, beija-flor, ratos, raposas, gambas,
saguis e morcegos (Adams, 1994). No entanto, muitos animais ndo conseguem persistir nas
areas urbanas pois dependem de caracteristicas de habitat que ndo existem nas cidades
(McKinney, 2002; Luniak, 2004). Fatores como o isolamento do habitat, concorréncia de
espécies invasoras (McDonald et al., 2013), polui¢do (Isaksson, 2010), aumento das taxas de
infeccdo e parasitismo (Giraudeau et al., 2014) e reducdo no sucesso reprodutivo (Chamberlain
et al., 2009) contribuem para o declinio da diversidade da fauna nas cidades. Mudancas no
comportamento sdo observadas nas espécies persistentes (Ditchkoff et al., 2006) como por
exemplo, a alteracdo no tom do canto das aves em funcéo da poluicdo sonora (Slabbekoorn &
Peet, 2003).

Os morcegos e 0s roedores sdao 0s grupos mais diversificados de mamiferos que
conseguem se adaptar a area urbana (Baker & Harris, 2007; Jung & Kalko, 2011). Na ordem
Chiroptera as espécies respondem diferentemente a urbanizacéo, sendo algumas afetadas pela
perda ou fragmentacdo do habitat natural, ou pela poluicdo associada a urbanizacéo, enquanto
outras toleram o habitat urbano, ou ainda sdo favorecidas pela diversidade de locais de
empoleiramento ou forrageamento (Russo & Ancilloto, 2015). Caracteristicas como distancia

de areas verdes, padrdes de voo, tipo e intensidade da iluminacdo publica (Gaisler et al., 1998;
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Jung & Kalko, 2011) resultam em um padrdo de baixa riqueza de espécies e alta abundancia de
espécies de morcegos tolerantes ou favorecidos pela urbanizagdo (Krauel & LeBuhn, 2016).

A maioria dos estudos com morcegos em ambientes urbanos ocorrem em regides
temperadas da Europa e América do Norte (Jung & Threlfall, 2016) e tratam da resposta
comportamental dos morcegos a urbanizacdo (Gaisler et al., 1998; Dixon, 2012; Pearce &
Walters, 2012). Sdo muitos estudos comparando a presenca de morcegos em areas iluminadas
e ndo iluminadas (Bartonicka & Zukal, 2003), em areas industriais (Gaisler et al., 1998), ou
sobre o efeito dos parques urbanos nos morcegos (Kurta & Teramino, 1992; Fabianek et al.,
2011; Park et al., 2012). A maioria desses estudos relata maior atividade e riqueza de espécies
de morcegos em areas urbanizadas com vegetacdo remanescente ou grandes parques que
aumentam a complexidade da paisagem, habitats de forrageio e potenciais locais de abrigos
(Avila-Flores & Fenton, 2005).

Recentemente foi demonstrado que o uso do habitat por morcegos diminui nas areas
urbanas quando comparadas as areas naturais e que quanto maior o grau de urbanizacao, menor
é 0 uso do habitat (Jung & Threlfall 2016). A relacédo filogenética e a ecologia funcional dos
morcegos sozinhas ndo explicam a persisténcia das espécies em ambientes urbanos. Contudo,
verifica-se diferencas na resposta de morcegos ao processo de urbanizacdo ao nivel de familia.
Enquanto as familias Rhinolophidae e Mormoopidae tem uma resposta global negativa para a
urbanizacdo, a resposta de todas as outras familias é heterogénea, sendo Emballonuridae e
Vespertilionidae as familias que demonstram maior adaptabilidade as areas urbanas (Jung &
Threlfall, 2016). Na regido neotropical a presenca da familia Molossidae € comum nos
ambientes urbanos (Avila-Flores & Fenton, 2005; Pacheco et al., 2010; Jung & Kalko, 2011) e

esses morcegos utilizam as edificagdes como abrigo, aproveitando os pontos de postes com luz
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para se alimentarem (Pacheco et al., 2010) e piscinas das residéncias para beber dgua (Nystrom
& Bennett, 2019).

Globalmente diversas ordens de insetos ja foram observadas como presas de morcegos
nas areas urbanas. Molossidae predam principalmente espécies de Lepidoptera (mariposas e
borboletas), Coleoptera (besouros), Hemiptera (percevejos, cigarras e cigarrinhas) e
Hymenoptera (formigas, abelhas e vespas) havendo presenca considerdvel de Orthoptera na
dieta de algumas espécies (Freeman, 1979; Avila-Flores et al., 2002; Aspetsberger et al., 2003).
Vespertilionideos predam Diptera (mosquitos e moscas), Lepidoptera e Coleoptera (Sample &
Whitmo, 1993; Feldhamer et al., 1995; Vaughan, 1997). A maioria dos estudos com morcegos
insetivoros em &rea urbana tratam da identificacdo dos morcegos e seus padrdes acusticos de
forrageio através da gravacao de sua atividade utilizando bioacustica (por exemplo Avila-Flores
& Fenton, 2005; Rhodes & Catterall, 2008; Naidoo et al., 2011), poucos sdo 0s estudos que
avaliaram a dieta verificando seus itens alimentares. Para Molossidae de areas urbanas ja foi
verificada a dieta de Molossus ater, (Fenton et al., 1998), Mops leucostigma, Mormopterus
jugularis e Chaerephon pumilus (Andrianaivoarivelo et al., 2006). Para Vespertilionidae,
estudos com Myotis sodalis (Tuttle et al., 2006), Epitesicus fuscus, Lasiurus borealis
(Whittaker, 1972) e Nyctalus noctula (Kanuch et al., 2005) avaliaram a dieta em areas urbanas
do hemisfério norte. Para ambas as familias de morcegos, os itens alimentares encontrados em
ambiente urbano, sempre ao nivel de ordem, sdo 0s mesmos encontrados em outras areas. No
sul da Bélgica, um estudo com o morcego vespertilionideo Eptesicus serotinus, observou, a
partir de andlise visual das fezes, que ndo ha diferenca de dieta comparando-se areas urbanas e
rurais, sendo verificada, assim como os demais estudos citados, a presenca predominante de
Coleoptera, Diptera e Lepidoptera, dentre os quais, algumas pragas agricolas sincronizadas com

o0 tempo das culturas, que diminuia a amplitude da dieta do morcegos (Kervyn & Libois, 2008).
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De fato, morcegos insetivoros podem atuar como controladores populacionais de pragas
agricolas em ambientes rurais (Gandara et al., 2006; Aguiar & Antonini, 2008; Aizpurua et al.,
2018), bem como controladores de vetores epidemiolégicos em ambientes urbanos
(Ducummon, 2000; Reiskind & Wund, 2009), podendo assim prestar importantes servigos
ecossistémicos relacionados ao controle de pragas e vetores de doencas (Aguiar et al., 2008;
Kunz et al., 2011).

Morcegos insetivoros possuem especializa¢Bes para diferentes tipos de dieta, incluindo
adaptacdes no cranio (Freeman, 1979), na aerodindmica do voo (Norberg & Rayner, 1987) e na
ecolocalizacdo (Fenton et al., 1999). Esses morcegos gastam muito tempo na busca de alimento
e um tempo relativamente curto no manuseio da presa (Bell, 1982), maximizando o sucesso de
forrageio e ampliando sua dieta. No contexto geral, a amplitude do nicho tréfico aumenta com
0 tamanho do corpo para a maioria dos predadores (Rosenzweig, 1968; Hespenheide, 1971,
Werner, 1974). Isso ocorre porque predadores pequenos ndo conseguem consumir presas
grandes. Porém, o contrario é verdadeiro, o que possibilita a ampliacdo do nicho de animais
maiores. No entanto, essa argumentacdo ndo se sustenta para morcegos, pois o sistema de
deteccdo de presas de insetivoros aéreos torna presas pequenas indisponiveis para morcegos
maiores (Barclay & Brigham, 1991).

Uma forma interessante de apresentar as relacdes das presas e predadores (por exemplo,
diversidade de presas, especializacdo dos predadores e sobreposicdo de nicho tréfico) é por
meio das redes de interacdo ecoldgica que também sdo empregadas em analises de interacfes
mutualisticas (como polinizacédo e dispersdo de sementes) e relacdes parasita-hospedeiro (Ings
et al., 2009). Proulx et al. (2005) define redes ecoldgicas como qualquer conjunto de unidades
(nds) potencialmente interagindo como um sistema (através de links) com outras unidades. As

diversas métricas que acompanham os estudos com redes de interacéo revelam propriedades da
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relacdo predador-presa, como o grau de especializacdo dos predadores e de sobreposi¢do do
nicho tréfico, e a importancia de cada taxon de presa na dieta do predador (Mello et al, 2016),
podendo revelar no ambiente urbano, por exemplo, aumento de competi¢do por sobreposicéo
de dieta.

H4, contudo, certa dificuldade em estudar morcegos insetivoros, principalmente quando
€ necessario a captura dos individuos. Essa dificuldade ocorre pela utilizacdo do método
tradicional de captura de morcegos com a utilizagéo de redes de neblina. Como esses morcegos
voam alto e répido, e tém facilidade de detectar a rede por ecolocalizacdo (Kalko et al., 1996;
Fabian & Gregorin, 2007) é dificil a captura deles com redes geralmente dispostas em baixas
alturas. Uma forma de contornar essa limitagdo é a captura desses morcegos diretamente nos
abrigos, abrindo-se as redes de neblina logo a frente dos acessos, pois quando 0s morcegos
emergem dos reflgios, apresentam baixa mobilidade de voo, facilitando sua captura (Peters et
al. 2012).

Assim como a captura de morcegos pelo método tradicional ndo é facil, avaliar a dieta
de morcegos também sempre foi bastante complexo. Estudos mais antigos utilizavam métodos
de identificacdo do contetdo estomacal desses morcegos (Ross, 1967; Pine, 1969; Kunz, 1974,
Vestjens & Hall, 1977), mas devido as claras desvantagens desse método, incluindo a
necessidade de sacrificar o morcego, ele deixou de ser usado, ndo tendo sido encontrado
nenhum artigo apds o ano 2000 contendo esse tipo de método. Outra forma de relacionar os
insetos presentes na dieta de morcegos € a andlise fecal por identificacdo morfoldgica do
exoesqueleto das presas (Anthony & Kunz, 1977; Swift et al., 1985; Brigham & Fenton, 1991,
Aguiar & Antonini, 2008) ou ainda examinando restos de insetos descartados e encontrados
abaixo dos pousos de alimentagdo e no solo das colénias (Vestjens & Hall, 1977; LaVal &

LaVal, 1980; Jones, 1990). Contudo, esses métodos fornecem uma lista incompleta de insetos
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presentes na dieta desses morcegos, seja porque uma parcela desses insetos ingeridos é
eliminada em voo (Jones, 1990), seja pelo viés dos resultados para insetos de exoesqueleto
rigido, em detrimento dos insetos de corpo mole que sdo facilmente digeridos e dificilmente
identificados através das fezes (Robinson & Stebbings, 1993). Além disso, os métodos descritos
acima ndo podem ser utilizados eficazmente como avaliadores quantitativos de presas, apenas
qualitativos (Robinson & Stebbings, 1993).

Avancos das técnicas moleculares possibilitaram utilizar essa abordagem na
identificacdo de presas nas fezes em estudos de ecologia de morcegos insetivoros (Symondson,
2002; Claire et al., 2009). Duas dessas técnicas se destacam na identificacdo de taxons em
amostras ambientais: a metagendmica e o metabarcoding (Srivathsan et al., 2015). A
metagendmica possui um escopo mais amplo que trabalha com genomas inteiros ou grandes
porcdes gendmicas, utilizada principalmente em estudos com procariotos (Chroneos, 2010),
enquanto o metabarcoding, € mais restrito, pois utiliza fragmentos selecionados de genes
marcadores que permitem a identificacdo da composicao taxondmica das amostras. (Galhardo
et al., 2018). Este Gltimo € um método direcionado a fragmentos especificos, que geralmente
usa amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) unida a sequenciamento de alto
rendimento de uma ou mais sequéncias marcadoras de DNA (barcoding) e assim permite que
as diferentes espécies em uma amostra sejam geneticamente diferenciadas (Epp et al., 2012).
Com morcegos insetivoros (Wickramasinghe et al., 2004; Galan et al., 2018) e hemat6fagos
(Bohmann et al., 2018), estas técnicas tém sido empregadas na avaliacao da dieta (Bohmann et
al., 2011), criando uma relacéo de trechos de DNA que podem ser comparados com genomas
em bancos de dados (Zeale et al., 2011).

Dentro deste contexto, esta dissertagdo visa descrever a dieta de cinco espécies de

morcegos insetivoros, Histiotus diaphanopterus, Molossus molossus, Nyctinomops
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laticaudatus, Cynomops planirostris e Eumops perotis encontrados nas cidades de Brasilia e
entorno e que utilizam edificagdes urbanas para se abrigar, para responder se:

1. A diferenca entre o peso dos individuos antes e depois do forrageio seria maior em época de
chuva, em comparacdo com a seca? Logo, quanto mais alimento disponivel, mais o morcego
comera? Uma vez que no periodo de chuva vérias espécies de insetos estdo em seu periodo
reprodutivo e de revoada, aumentando em abundancia essa oferta de alimento para 0s morcegos
(Aradjo, 2013).

2. Por causa dessa maior abundancia de insetos no periodo de chuva, havera menor diversidade
de insetos nas fezes dos morcegos em comparacao ao periodo de seca? Uma vez que na seca,
por ter menor oferta de alimentos, os insetos seriam predados com menos seletividade pelos
morcegos, que comem aquilo que esta disponivel (Akasaka et al., 2009; Anthony & Kunz,
1977; Fenton & Thomas, 1980; Hayes, 1997).

3. Sera que no periodo de seca, seria esperado que 0s morcegos tivessem maior sobreposicao
na dieta entre espécies em comparacdo com o periodo de chuva? Tendo em vista que em
periodos de chuva, devido a maior abundéncia de insetos, os morcegos poderdo escolher as
presas, sendo mais seletivos (Akasaka et al., 2009; Anthony & Kunz, 1977; Fenton & Thomas,
1980; Hayes, 1997).

4. Sera que 0s morcegos terdo em sua alimentacao, insetos de interesse epidemiolégico, vetores
de doenca e pragas agricolas, desempenhando potencialmente servico ecossistémico para o ser

humano?
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Dieta de morcegos insetivoros urbanos sob uma abordagem DNA

metabarcoding

Resumo

A urbanizagdo é uma das principais formas de mudanca no uso da terra e vem se expandindo
com o aumento acelerado da populagédo humana. No Cerrado, hotspot de biodiversidade, esta
expansao ocorre principalmente com a mudanca da capital do pais para o centro-oeste. Varios
animais toleram e até se beneficiam com areas urbanizadas, como ocorre com alguns
morcegos insetivoros que utilizam os espacos abertos consequentes da urbaniza¢do como
habitat de forrageamento. Contudo, no neotrépico, regido com maior diversidade de morcegos
e com crescente urbanizacao, ha uma lacuna no conhecimento da dieta de morcegos
insetivoros em area urbana. Por isso, este trabalho teve como objetivo identificar os insetos
presentes nas fezes de cinco espécies de morcegos insetivoros utilizando DNA
metabarcoding. Foi realizada coleta individual das fezes dos morcegos em campo e analises
DNA metabarcoding em laboratorio, a fim de comparar as sequéncias obtidas com banco de
dados genético. Dessa forma foi possivel avaliar a diferenca na diversidade de espécies e
composic¢do da dieta dos morcegos comparando entre os periodos de seca e chuva. Foi
analisada a contribui¢cdo minima do forrageio no peso dos individuos por noite, refletindo na
quantidade de alimento consumida. O indice de condicgdo corporal dos individuos foi maior no
periodo de seca. Houve menor sobreposicao e maior especializacdo na dieta dos morcegos
durante o periodo de chuva, indicando que os morcegos tém maior seletividade nos insetos
predados na chuva em comparagéo a seca. Contudo, esta diferenca néo é observada ao nivel
de ordem. A dieta dos morcegos urbanos é diversificada e este estudo traz um maior

refinamento taxondmico dos itens alimentares ao nivel de familia e, quando possivel, espécie,
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compreendidas principalmente dentro das ordens de insetos Lepidoptera, Diptera e
Hemiptera, com diferenga na composicao da dieta entre os morcegos. Este refinamento
permite a observacao de padrdes ndo percebidos em estudos que avaliam a dieta a niveis
taxondmicos maiores. Varios insetos predados sdo potenciais pragas agricolas, que sugerem
ou que esses morcegos complementam suas dietas fora da area urbana, ou que a area urbana
ndo é barreira para esses insetos. A conservagao de morcegos insetivoros em area urbana
garante o controle populacional de uma grande diversidade de insetos, descrevemos pela
primeira vez a dieta dos molossideos Nyctinomops laticaudatus e Cynomops planirostris e do

vespertilionideo Histiotus diphanopterus.

Palavras-chave: urbanizagdo; neotrépico; morcegos insetivoros; sazonalidade;

metabarcoding.

Introducéo

A expansdo da urbanizacdo no Cerrado vem ocorrendo desde a década de 1960
quando se mudou a capital do pais para o centro-oeste (Chaveiro, 2010). No hemisfério norte,
0 processo de urbanizacéo afeta a distribuicdo e atividade dos morcegos (Jung & Threlfall,
2016), padrdo que também ¢ observado no neotrépico (Avila-Flores & Fenton, 2005; Siles et
al., 2005; Pacheco et al., 2010; Jung & Kalko, 2011), beneficiando, em especial, a atividade
dos morcegos insetivoros aéreos que utilizam os espacos abertos consequentes da urbanizacao
como habitat de forrageamento (Estrada-Villegas et al., 2010).

Alguns morcegos insetivoros neotropicais parecem tolerar e potencialmente se
beneficiam em grandes ambientes urbanos (Bredt & Uieda, 1996; Avila-Flores & Fenton,

2005), utilizando edificagcbes como abrigo, aproveitando a luz dos postes para se alimentar
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(Pacheco et al., 2010) e piscinas residenciais para beber d&gua (Nystrom & Bennet, 2019).
Destes, a familia que mais se beneficia em areas altamente urbanizadas no Neotrdpico séo 0s
Molossidae (Jung & Kalko, 2011; Avila-Flores & Fenton, 2005), diferente do padréo do
hemisfério norte, a qual as principais familias encontradas em meio urbano séo
Vespertilionidae e Emballonuridae (Jung & Threlfall, 2016).

No contexto global, j& foi observada a presenca de diversas ordens de insetos na dieta
de morcegos. Por exemplo, as espécies de Molossideae predam principalmente Lepidoptera
(mariposas e borboletas), Coleoptera (besouros), Hemiptera (percevejos, cigarras e
cigarrinhas) e Hymenoptera (formigas, abelhas e vespas) havendo, também, presenca
consideravel de Orthoptera na dieta de algumas espécies (Freeman, 1979; Avila-Flores et al.,
2002; Aspetsberger et al., 2003). Ja para Vespertilionidae, foram relatadas a presenca de
Diptera (mosquitos e moscas), Lepidoptera e Coleoptera na dieta das espécies da familia
(Sample & Whitmo, 1993; Feldhamer et al., 1995; Vaughan, 1997). Este mesmo padrdo de
dieta foi encontrado em area urbana para Vespertilionidae (Tuttle et al., 2006; Kervyn &
Libois, 2008) e Mollosidae (Andrianaivoarivelo et al., 2006), sempre restringindo-se ao nivel
de ordem. Em recente revisao Jung & Threlfall (2016) relacionam morcegos e areas urbanas
(grande parte no hemisfério norte), contudo, poucos estudos avaliam os itens alimentares
presentes na dieta dos morcegos, restringindo-se a avaliar o padréo de forrageamento atraves
do método de bioacustica (por exemplo Avila-Flores & Fenton, 2005; Rhodes & Catterall,
2008; Naidoo et al., 2011) e ndo a dieta das espécies.

Embora a regido neotropical apresente a maior riqueza de espécies de morcegos do
mundo (Nowak et al., 1994) poucos sdo os estudos que avaliam a dieta das espécies de
morcegos com ocorréncia nas areas urbanas nesta regido (Fenton et al., 2006). E nenhum

utilizou técnicas moleculares como o DNA metabarcoding, que pode gerar listas mais
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completas de itens alimentares de morcegos (Wickramasinghe et al., 2004; Galan et al.,
2018). E importante entender como a crescente urbanizacio afeta a atividade das espécies e o
quao bem as espécies silvestres toleram ou se beneficiam desses ambientes. A fim de
preencher a lacuna no conhecimento da dieta de morcegos insetivoros neotropicais de area
urbana, este trabalho procurou identificar a diversidade de insetos presentes nas fezes desses
morcegos, avaliar a diferenca dessa diversidade e composicao das familias de insetos
presentes nas fezes entre periodos de seca e chuva e analisar a contribui¢cdo minima do
forrageio no peso dos individuos por noite, refletindo na quantidade de dieta consumida.
Nesse estudo iremos descrever a dieta dos morcegos insetivoros Nyctinomops laticaudatus,
Cynomops planirostris, Molossus molossus e Eumops perotis (Mollosidae) e Histiotus
diaphanopterus (Vespertilionidae) que ocorrem na cidade de Brasilia e nas cidades do entorno
Padre Bernardo e Valparaiso. Estas sdo regides urbanas recentes que abrigam colonias
localizadas em constru¢Ges com menos de 60 anos. Essas cidades séo circundadas por
fragmentos de cerrado e areas de agricultura, com clima bem demarcado com uma estagédo
seca e outra chuvosa (Eiten, 1972).

A fim de alcancar este objetivo e responder a pergunta “o que os morcegos insetivoros
comem nas areas urbanas e qual o padrdo sazonal de suas dietas na regido neotropical?”,
testarei as seguintes hipéteses:

1. A diferenca entre o peso dos individuos antes e depois do forrageio seria maior em época

de chuva, em comparacdo com a seca, ja que no periodo de chuva, varias espécies de insetos
estdo em seu periodo reprodutivo e em periodo de revoada, aumentando em abundancia essa
oferta de alimento para os morcegos (Araljo, 2013). Logo, quanto mais alimento disponivel,

mais 0 morcego comera.
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2. No periodo de chuva seria esperado ter uma menor diversidade de insetos nas fezes dos
morcegos em compara¢do ao periodo de seca, pois haveria maior especializacdo dos
morcegos determinada pela ampla disponibilidade de recursos (Akasaka et al., 2009; Anthony
& Kunz, 1977; Fenton & Thomas, 1980; Hayes, 1997).

3. No periodo de seca, seria esperado que 0s morcegos tivessem maior sobreposicéo na dieta
entre espécies em comparagdo com o periodo de chuva, uma vez que em periodos de chuva,
devido a maior abundéancia de insetos, os morcegos poderdo escolher as presas sendo mais
seletivos (Akasaka et al., 2009; Anthony & Kunz, 1977; Fenton & Thomas, 1980; Hayes,
1997).

4. Os morcegos terdo, em sua alimentacdo, insetos de interesse epidemioldgico, vetores de
doenca e potenciais pragas agricolas, portanto, desempenham servicos ecossistémicos de

controle desses insetos, fundamental para o ser humano.

Material e Métodos
Area de estudo

Foram amostrados morcegos de cinco colénias encontradas na area urbana do Distrito
Federal e entorno, nas cidades de Brasilia, Padre Bernardo e Valparaiso. O mapa do Plano
Diretor de Ordenamento Territorial do Distrito Federal — PDOT (Figura 1) foi utilizado para
determinar as areas urbanas e dentro dessas, colénias de morcegos insetivoros foram
amostradas. A col6nia de Nyctinomops laticaudatus estava abrigada no Restaurante
Universitéario da Universidade de Brasilia (15°45'51.6"S, 47°52'13.1"0); as col6nias de
Cynomops planirostris e Molossus molossus ocorrem na quadra comercial 405 Sul, Brasilia

(15°48'51.9"S, 47°53'23.4"0); Eumops perotis esta situado na Cidade Jardins, Valparaiso-GO
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(16°03'18.4"S, 47°58'41.6"0); e a colbnia de Histiotus diaphanopterus esta abrigada no

Residencial Vendinha, Padre Bernardo-GO (15°37'12.9"S, 48°12'06.5"0).
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Figura 1. Mapa do Plano Diretor de Ordenamento Territorial do Distrito Federal (PDOT) que zoneia a
regido em area urbana (amarelo), area rural (cinza) e area de preservacao (verde). As estrelas marcam
as colbnias: 1- Nyctinomops laticaudatus; 2- Cynomops planirostris e Molossus molossus; 3- Eumops
perotis; 4- Histiotus diaphanopterus.

Coleta de morcegos e fezes

Os morcegos e as fezes dos morcegos foram coletados durante trés noites por col6nia,
nos meses de marco (periodo de chuva) e julho (periodo de seca) do ano de 2018. Redes de
neblina foram abertas na saida da col6nia as 17h, a fim de capturar os morcegos saindo para
forragear. Em cada colbnia as redes foram abertas de forma a aumentar as chances de captura
(Figura 2). Os locais de coleta durante as duas estages foram os mesmos. As coletas foram

feitas evitando a lua cheia (Ciechanowski et al., 2007), com 0 mesmo tipo de rede e esforco
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amostral entre as estacGes. Apenas na coldnia de Eumops perotis a coleta ocorreu com pucé

(Figura 2-C e D) pela impossibilidade de utilizar as redes de neblina nos altos prédios.
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Figura 2. Pontos de coleta com coldnias de morcegos insetivoros em area urbana e suas peculiaridades
na forma de coleta. As setas apontam as entradas das col6nias. A e B mostram as coldnias de N.
laticaudatus e M. molossus, respectivamente, na dilatacdo de prédios da quadra comercial da 405 Sul,
Brasilia. C mostra os prédios do residencial Cidade Jardins, em Valparaiso, entorno do DF. Nesta
col6nia 0os morcegos da espécie E. perotis vivem no sétdo dos prédios, mostrado em D e sdo capturados
com um puca (representado na imagem). Repare na quantidade de fezes depositada no chdo. E e F
mostram a entrada da col6nia de N. laticaudatus nas dilatacGes do Restaurante Universitario (RU) da
Universidade de Brasilia. Nas colénias do RU e na 405 Sul, os morcegos foram capturados com uma
rede de neblina presa a um aro (bambolé), a figura G mostra 0s morcegos presos a esta armadilha e em
A vemos a armadilha montada. Finalmente, H mostra o 1° andar de uma casa em reforma onde a espécie
H. diaphanopterus reside. Redes de neblina foram montadas em torno de toda o andar, de forma a
interceptar a saida e entrada dos morcegos, como mostra a imagem. Imagens do autor, com exceg¢do da
figura C, pertencente a Alberto Brandao.

Todos os individuos capturados ao sair da coldnia foram pesados e anilhados, a fim de
estabelecer a massa dos individuos antes do forrageio para posterior compara¢do com o
retorno. Os morcegos tiveram seus antebracos medidos para o calculo do indice de Condigo
Corporal (BCI), uma forma de utilizar o peso balanceado pelo tamanho de cada individuo nas

analises. Apos, os individuos foram soltos no local para forragear. No retorno para a colénia,
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houve nova captura dos individuos que foram pesados novamente ap0ds o forrageio e
acondicionados de 20 a 30 minutos para que pudesse defecar no saco de coleta antes de serem
soltos novamente. As fezes foram recolhidas e colocadas em tubos Eppendorf devidamente
etiquetados, com o cuidado necessario para nao haver contamina¢do ou mistura da amostra de
um individuo para o outro, incluindo a esterilizagdo da pinga com alcool e fogo de uma
amostra para outra. Foram anotados horario, dia, local, clima, espécie, nimero de anilha, sexo
e estado reprodutivo, bem como as medidas de antebraco, cabega-corpo, tarso, cauda e orelha.
A massa corporal foi medida com Pesola e anotada, observando o lado da rede que o
individuo caiu para distinguir os que estavam saindo e entrando da colénia. Individuos
recapturados foram pesados para o registro das alteracdes de peso antes e depois do forrageio.
As fezes coletadas foram pesadas em balanca de precisdo, acondicionadas novamente nos

tubos e guardadas em freezer a -20 °C (Figura 3).

Analise em Laboratorio

Extracdo do DNA

A extracdo do DNA de insetos nas fezes coletadas foi realizada no laboratorio de DNA
do Departamento de Zoologia - UnB. Uma vez que a coleta das fezes foi individual, foi
necessaria a utilizacao de todo o material para extracdo que, para cada amostra, variou de
0,002-0,330 g de fezes. Os pellets foram cortados e macerados com auxilio de um bisturi
previamente esterilizado em etanol a 96% e fogo. Metade das extrac6es foram realizadas
utilizando o QIAamp DNA Stool Mini Kit de acordo com as instru¢des do fabricante, com as
modificagdes que Zeale et al. (2011) sugerem. A outra metade das extracGes foram feitas com
a atualizacéo do fabricante deste mesmo produto: QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit,

seguindo o protocolo do fabricante.
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14. Comando ecotag: Y

1. Captura dos individuos

Comparacio das se- - o—
quéncias com o banco
de dados de referéncia. EMBL

CATCGATGGCTAAGCTAGTCCGATTCGTATCA (350x)
CATCGATGGETACGETAGTCCEBATTCGTTTCA{15%)

TGCATCGATGCGATCGGCACGTACTAGTAGCG (935x)
TGCATCGATTGCCATCGBCACCTACTAGTAGCE (17x)

13. Comando obiclean: realiza cor-
re¢des finas, eliminando repeti¢des
oriundas de erros de amplificacdo e
sequenciamento.

2. Coleta de fezes e armaze-
namento em tubo eppendorf

CATCGATGGCTAAGCTAGTCCGATTCGTATCA (350x)
CACACCATGACCAGTCTTGTGTGGTACTGAGT (7x)

_ TGCATCGATGCGATCGGCACGTACTAGTAGCG (935x)
3. Extracdo do DNA.
CETATEEG-(20x)
12. Comando ebigrep: remove
sequéncias com abundincias
pequenas (<10) e sequéncias

com tamanho muito abaixo do
esperado para os primers utilizados.

.%?7 4. Amplificacio dos fragmentos
d% qq?b_ de interesse por PCR. CATCGATGGCTAAGCTAGTCCGATTCGTATCA (350%)

CACACCATGACCAGTCTTGTGTGGTACTGAGT (7x)
TGCATCGATGCGATCGGCACGTACTAGTAGCG (935%)

11. Comando obiunig: desreplica os
fragmento e atribui a quantidade
de repeticdes para cada sequéncia.

CATCGATGGCTAAGCTAGTCCGATTCGTATCA

5. Purificagiio e insercio de tags CACACCATGACCAGTCTTGTGTGGTACTGAGT

as extremidades do fragmento TGCATCGATGCGATCGGCACGTACTAGTAGCG

para individualizacio de cada

amostra. 10. Comando ngsfilter: remove os
e realiza a desmultiplexacio das

amostras

%‘ tag-primerCATCGATGGCTAAGCTAGTCCGATTCGTATCA
TCGATCAGGCTAAGCATAGT primer-tag

tag-primerCACACCATGACCAGTCTTGTGTGGTACTGAGT
TCAGAACACACCATGACTCAprimer-tag

6. Formaciao do pool de
tag-primerTGCATCGATGCGATCGGCACGTACTAGTAGCG

sequencla_mento, com a TAGCCGTGCATGATCATCGCprimer-tag
unifio equimolar do DNA
de todas as amostras. 9. Comando illuminapairedend:

emparelha os pares de leitura
(forward e reverse), sobrepondo

4‘ - | suas extremidades 3'.
llumina ; 1
g - Sequéncias forward Sequéncias reverse

tag-primerCATCGATGGCTAAGCTAGT TCGATCAGGCTAAGCATAGTprimer-tag
tag-primerCACACCATGACCAGTCTT TCAGAACACACCATGACTCAprimer-tag
T tag-primerTGCATCGATGCGATCGGC  TAGCCGTGCATGATCATCGCprimer-tag

7. Sequenciamento.

8. Download do resultado do sequenciamento e inicio da etapa de bioinformitica. No
momento do sequenciamento ocorre leitura nas duas dire¢ées, portanto, é retornado um
arquivo de leitura forward e outro de leitura reverse para todas as amostras.

567

568  Figura 3. Esquema do passo-a-passo da anélise por metabarcoding desde a coleta da amostra
569  ambiental até a comparacdo das sequéncias com o banco de dados de referéncia, os comandos
570 utilizados na bioinformética pertencem ao programa OBITools.
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Primers e Protocolo de PCR

As etapas de amplificacéo e purificacdo das amostras e preparacdo da biblioteca foram

realizadas no Instituto Tecnoldgico Vale (ITV), em Belém-PA. A amplificacdo do DNA das

fezes foi obtida utilizando dois pares de primers genéricos da regido mitocondrial citocromo ¢

oxidase, subunidade | (COl): UEA3 e UEA4 que produzem uma amplificacdo de cerca de

370 pares de base (pb) e UEAS e UEAG que produzem uma amplificacdo de cerca de 350 pb

(Zhang & Hewitt, 1997) (Tabela 1). A PCR utilizou reacdes de 25 pl, onde cada reacéo

contou com 8 pul de amostra com DNA extraido, 5 pl de tampéo (5x MyTaq™ Reaction

Buffer Colorless), 2 ul de MgCly, 2 ul de cada primer, 0,125 pl de Taq Polimerase, 0,375 pl

de agua ultrapura; 2 pl de dNTP e 5 pl do aditivo TBT .

Tabela 1. Informagdes dos primers utilizados. Os simbolos usados no primer UEA6 designam bases ambiguas nas
sequéncias: R=A/G,W=A/T;N=A/C/G/T. As letras A e B na primeira coluna representam primers que
foram utilizados em par (forward e reverse). Adaptado de Zhang & Hewitt (1997).

. Nome Nome Tamanho A . e R
Sentido Comum padrio (bases) Sequéncia (5’ para 3°)
A Forward UEA3 C1-J-1763 24 TATAGCATTCCCACGAATAAATAA
Reverse UEA4 C1-N-2087 24 AATTTCGGTCAGTTAATAATATAG
B Forward UEAS C1-J-2090 24 AGTTTTAGCAGGAGCAATTACTAT
Reverse UEAG C1-N-2395d 29 TTAATWCCWGTWGGNACNGCAATRATTAT
582
583 A ciclizagdo seguiu com o seguinte programa de ciclos: Desnaturacdo inicial a 95°C por
584 5 minutos seguido por 35 ciclos de 95°C por um minuto, 48°C por um minuto e 72°C por um
585  minuto e 30 segundos, seguido por uma extensdo final de 7 minutos a 72°C, estabilizando em
586  4°C (Jardelino, 2019). Dois pul dos produtos da PCR foram visualizados através de corrida a
587 120 V durante 30 minutos em gel de agarose e corados com o uso do Sybr Safe® para
588  constatar o aparecimento das bandas amplificadas. As amostras no qual as bandas néo foram
589  evidentes na eletroforese ndo seguiram para 0s proximos passos da analise. Finalmente, todas
590 as amostras foram duplamente purificadas com uma etapa de PCR curta entre elas, usando
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tags de oito bases acopladas as extremidades dos primers para individualizar cada amostra
em um modelo de biblioteca multiplexada, seguindo o protocolo 16S Metagenomic
sequencing library preparation (lllumina, 2013), recomendado para preparagéo de amostras
que serdo sequenciadas em MiSeq. Em todas as etapas, uma amostra controle foi gerada para
visualizar possiveis efeitos de contaminacdo nas amplificacdes, este controle também passou

pela fase de multiplexacéo.

Sequenciamento

Uma verificacdo de qualidade de todos os amplicons foi realizada através de uma
quantificacdo da concentracio de DNA nas amostras utilizando o Qubit® e quantificagdo do
tamanho do fragmento pelo TapeStation®. Ap6s, os produtos de PCR marcados com as tags
foram agrupados em um pool de amostras. Os controles negativos, também marcados, foram
incluidos no pool quando detectado algum DNA pelo Qubit®.

O sequenciamento dos amplicons foi realizado pela plataforma Illumina MiSeq® do
Laboratorio de Genética Humana e Médica, pertencente ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade Federal do Para.

Bioinformatica

As analises bioinformaticas foram realizadas utilizando o pacote de software OBITools
(Boyer et al., 2016) utilizado em plataforma de sistema aberto. Apds o download das
sequéncias e antes da utilizacdo do pacote, foi necessaria uma correcdo para devolver as tags
de identificacdo as extremidades das sequéncias (que retornaram no download separadas por
amostra), correcdo necessaria para que as analises com o OBITools ocorressem, para isso foi

utilizado um script simples desenvolvido pela equipe do ITV. O comando illuminapairedend
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foi executado para emparelhar os pares de leitura (forward e reverse) em um fragmento
completo sobrepondo suas extremidades de leitura 3. A Desmultiplexacéo e remocéo de
primer foram feitos utilizando o comando ngsfilter. O comando obiuniq desreplicou as
leituras e atribui quantas repeticGes de cada leitura foram encontradas por amostra. Destas
sequéncias Unicas, somente aquelas que aparecem com abundancia minima de dez repeti¢cdes
foram mantidas, seguindo Shehzad et al. (2012) no seu estudo com leopardos e sendo um
pouco mais conservador que De Barba et al. (2014) em seu estudo com urso pardo e Kemp et
al. (2019) com morcegos, que utilizaram as repeti¢des com abundancia minima de quatro e
cinco repetigdes, respectivamente. Esse filtro foi realizado com a fungéo obigrep e teve como
objetivo eliminar singletons (sequéncias com uma repeticdo) e possiveis erros de PCR e/ou
sequenciamento. Esta mesma funcéo auxilia na remocéo de sequencias muito pequenas, uma
vez que o esperado sdo fragmentos de aproximadamente 350 e 370 pb. Um passo final e
refinado do pacote OBITools € o comando obiclean, que prima por corrigir erros pontuais em
produtos de PCR: substituicdo, inser¢éo ou supressdo de nucleotideos através de comparagéo
dos fragmentos, gerando sequéncias mais abundantes que as consideradas erréneos.
Utilizando a férmula R=Ae/Ao0 (onde Ae é a abundancia da sequéncia errada e Ao, a
abundancia da sequéncia original), qualquer sequéncia cujo R for menor que 0.5 foi
eliminada. A atribuicdo taxonémica foi dada a cada leitura a partir do algoritmo ecotag,
utilizando o banco de dados de referéncia do repositério EMBL, que inclui sequéncias de
diversos outros bancos de dados (Kulikova et al., 2004). A ecotag usa uma abordagem de
estrutura filogenética para atribuir unidades monofiléticas mais confiaveis as sequéncias,
otimizado para garantir o retorno de Unidades Taxondmica Operacional Moleculares (da sigla
em inglés MOTU’s). A maioria dos estudos de analise de dieta usa um limite de similaridade

de 97% para o agrupamento em MOTU’s, que €, de fato, o valor padrdo da maioria dos
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639  algoritmos de agrupamento (Alberdi, 2018). Esse limiar ¢ utilizado porque, em média, a

640  dissimilaridade minima entre espécies para a maioria dos marcadores alvo de primers

641 metabarcoding, incluindo o COl, é de cerca de 3% (Hebert et al., 2003).

642

643  Analises de Redes de Interagéo

644 Uma andlise de redes de interacéo foi feita relacionando os morcegos (predadores) e
645 familias de insetos (presas). Uma matriz foi montada em planilha Excel, predadores

646  formavam a primeira linha e presas a primeira coluna. A porcentagem do nimero de

647  ocorréncias de cada familia de inseto em amostras de fezes para cada espécie de morcego foi
648  colocada nas células da matriz correspondente. Os gréficos de redes foram montados

649 utilizando o pacote bipartite no programa R e o programa Pajek. As métricas de redes

650 utilizadas neste estudo foram a conectéancia, o aninhamento, o grau de especializagéo e a

651  modularidade das redes, comparando-as entre estacdes. A conectancia de uma rede é a

652  proporcao de interacdes ocorridas em relacdo ao nimero de interacdes que seriam possiveis.
653  Redes bem conectadas sdo aquelas com a maior quantidade de caminhos possiveis entre seus
654  Vvértices. O aninhamento responde 0 quanto 0s morcegos com dieta mais restrita se alimentam
655  de um subconjunto dos insetos consumidos pelos morcegos com dieta mais ampla. O grau de
656  especializacdo de um morcego em uma rede ecoldgica bipartida é dado pela combinacédo entre
657 afrequéncia com gue ele interage com diferentes insetos em relacdo a frequéncia de interacao
658  desses insetos com outros morcegos. A modularidade indica se dentro da rede ha

659  subconjuntos coesos de intera¢es formando modulos (Mello et al., 2016).

660

661

662
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Anélises Estatisticas

Foi gerada uma lista de itens presentes na dieta de cada espécie de morcego estudada,
respeitando a compatibilidade do indice de identidade retornado pelo algoritmo ecotag ao
maior nivel taxondmico possivel de ser estimado, sendo o minimo de 97% para espécie, 95%
para género, 90% para familia e 85% para ordem (Elbrecht et al., 2017). As curvas de
acumulacdo de presas ao nivel de familia foram construidas utilizando a fungédo “specaccum”
do pacote vegan no programa R. O indice de Condic&o Corporal (Body Condition Index) é o
calculo da massa corporal (g) dividida pelo comprimento do antebrago (mm), que indica a
quantidade de reservas metabdlicas de cada individuo (Green, 2001; Amaral et al., 2016). O
valor deste indice propde que diferentes individuos com tamanho do antebraco idénticos,
terdo suas massas representando diferentes niveis de reserva energética entre eles (Speakman
& Racey, 1986). Para avaliar quanto o morcego absorveu do alimento mais o que esta no trato
digestorio, quando comparado individuos saindo e retornando as col6nias foi utilizado o BCI
(Green, 2001). Para cada espécie, o BCI foi comparado entre estagdes e entre saida e volta do
forrageio para testar o ganho de peso dos individuos da populacdo. Foram utilizados modelos
lineares (LM) para verificar se a condicdo corporal diferiu entre as estacdes, entre a direcdo
do individuo (saida ou entrada da colbnia) e entre os sexos. Um teste T com amostras
pareadas verificou se houve diferenca no valor da massa corporal dos morcegos entre a ida e
volta do forrageio para os individuos que foram recapturados na mesma noite.

A diversidade na dieta foi calculada pelo indice de Shannon e a comparacéo das
diversidades entre estacBes para cada espeécie foi realizado por um modelo linear (LM) em
plataforma R. A comparacdo da composi¢do da dieta ao nivel de familia e ordem, entre
estacOes e entre espécies de morcego, foi realizada pela fun¢éo adonis do pacote vegan em

plataforma R.
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687  Resultados

688 Foram capturados 175 morcegos nas colénias amostradas (Tabela 2). Foi verificada a
689  diferenca entre o peso antes e depois do forrageio dos individuos das espécies Histiotus

690  diaphanopterus e Nyctinomops laticaudatus. N&o foi constatada correlacao significativa do
691  BCI com o sexo dos individuos em nenhuma espécie. Com o modelo linear foi observada
692  correlacdo significativa do BCI entre estagcOes para H. diaphanopterus (b = 0.037696; R? =
693  0.2396; P = 0.00135) e N. laticaudatus (b = 0.020287; R? = 0.1689; P = 0.00811), mostrando
694  que na seca ha um maior ganho significativo de peso para ambas as espécies (Figura 4). Nao
695  houve diferenca significativa entre o BCI dos individuos saindo e voltando da col6nia (H.
696  diaphanopterus: b =0.018721, R? =0.2396, P = 0.10467; N. laticaudatus: b = 0.008353, R? =
697  0.1689, P = 0.31966). As comparacdes de peso dos individuos antes e depois do forrageio
698  para as espécies N. laticaudatus (t = -1.4595; df = 9; P = 0.1784) e H. diaphanopterus (t = -
699  2.9124; df = 10; P = 0.0155) ndo apresentaram valor significativo (Figura 5).

700
Tabela 2. Quantidade de individuos amostrados por espécie nas estacdes de seca e chuva, na saida e volta do
forrageio.

Espécie Seca Chuva Total de
Saida Volta 9% recaptura Saida Volta 9% recaptura captura

Nyctinomops laticaudatus 21 16 28.57 22 13 19.05 72
Histiotus diaphanopterus 12 8 25.00 16 10 50.00 46
Cynomops planirostris 4 6 0.00 13 5 23.07 28
Eumops perotis 1 1 0.00 7 5 14.28 14
Molossus molossus 5 0 0.00 3 7 10.00 15

701

702 Nas explorac¢des dos dados de BCI foi observado um outlier, retirado por se

703  desvencilhar muito da distribuicdo, podendo se tratar de um erro. Dos individuos coletados,
704  amostras de fezes de 78 individuos variaram de um a nove pellets por eppendorf. Destas, 38
705  amostras foram sequenciadas para os primers UEA3 e UEA4, e 45 para os primers UEA5S e

706  UEAG. Esses resultaram em relagdes dos tdxons encontrados nas fezes destes morcegos para
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cada espécie (Apéndices: Tabelas S1 a S5). As curvas de acumulacao de presas ao nivel de

familia (Figura 6) ndo chegam & assintota para nenhuma das espécies de morcego.
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Figura 4. Comparacdo do BCI da saida (cinza escuro) e volta (cinza claro) dos individuos das col6nias
em cada uma das esta¢Ges (chuva e seca) nas populagdes de N. laticaudatus (A) e H. diaphanopterus
(B). BCI entre estagdes para N. laticaudatus (b = 0.020287; Rz = 0.1689; P = 0.00811) e H.
diaphanopterus (b = 0.037696; Rz = 0.2396; P = 0.00135). N&o houve diferenca significativa entre o
BCl dos individuos de ambas as espécies entre a saida e retorno a coldnia (N. laticaudatus: b = 0.008353,
R2=0.1689, P = 0.31966; H. diaphanopterus: b = 0.018721, R2=0.2396, P = 0.10467).

Para as analises comparativas de dieta entre estacdes, a espécie E. perotis foi retirada,
pois o Unico espécime capturado em época de chuva ndo defecou quando coletado.
Comparando a diversidade (ao nivel de familia dos insetos) da dieta de cada umas das
espécies de morcegos entre estacdes, ndo houve diferenca significativa (H. diaphanopterus: b
=0.1181, R2=0.01935, P = 0.6834; C. planirostris: b = -0.3648, R2 = 0.1713, P = 0.30806;
N. laticaudatus: b =-0.1109, Rz = 0.01061, P = 0.6940; M. molossus: b = 0.08595, R? =
0.008127, P = 0.865). No entanto, a composicao da dieta entre especies de morcegos (R2 =

0.16345, df =4, P = 0.001) e entre estacbes (R? = 0.04159, df = 1, P = 0.001) variou
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significativamente ao nivel de familia de insetos. Ja quando comparamos a composi¢do da
dieta ao nivel de ordem (Figura 7), h& variacao entre as espécies de morcego (R2 = 0.21092, df

=3, P =0.001), porém ndo € encontrado diferenca significativa entre esta¢cdes (R? = 0.03472,

df =1, P=0.101).
N. laticaudatus H. diaphanopterus
< [5]
A e ' B -
N o 7 T B
§ 1 . g 7] E’ E—
© i ? | - T T
ida volta ida volta
direcao direcao

Figura 5. Comparagdo do peso dos individuos entre ida ou volta do forrageio. Ndo houve valor
significativas entre as variaveis em nenhuma das espécies. Nyctinomops laticaudatus (A) (t = -1.4595;
df =9; P = 0.1784) e Histiotus diaphanopterus (B) (t = -2.9124; df = 10; P = 0.0155).
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Figura 6. Curvas de acumulacdo de presas ao nivel de familia presentes na dieta de morcegos.
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A espécie de mariposa Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho), principal praga
agricola em cultura de milho e presente em outras diversas culturas agricolas (Sparks, 1979;
Buntin, 1986; Busato et al., 2002; Cruz, 2002; Yu et al., 2003; Farias et al., 2014) esteve
presente nas fezes de todos os morcegos. Essa e outras pragas agricolas encontradas como
presas na dieta dos morcegos estdo compiladas na Tabela 5. Na dieta de Molossus molossus
foi encontrado a espécie de mosquito Culex declarator, conhecido como vetor epidemioldgico

de encefalite e dirofilariose, sobretudo na Amazénia (Vasconcelos et al., 1991; Labarthe et

al., 1998).
100% — ——
90%
80%
M Blattodea
70%
B Coleoptera
60% M Diptera
0% B Hemiptera
Hymenoptera
40%
M Lepidoptera
30% B Mantodea
20% Neuroptera
M Orthoptera
10%
0% |
Seca Chuva Seca Chuva Seca Chuva Seca Chuva
C. planirostris H. diaphanopterus M. molossus N. laticaudatus

Figura 7. Abundancia relativa das ordens de inseto presente na dieta das espécies de morcegos em
area urbana. As abundéancias refletem o nimero de leituras de cada MOTU associada a ordem a cada
10000 leituras. Ha variagéo significativa da composicdo da dieta entre as espécies de morcego (R? =
0.21092, P = 0.001), porém ndo entre estacdes (R2=0.03472, P = 0.101).

Na analise das redes de interacdo entre predadores e suas presas, observamos que no
periodo de seca, as espécies de morcego tendem a ampliar o nimero de familias de insetos

presentes na dieta, com excecdo de C. planirostris que possui um padrdo contrario, ampliando
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o numero de familias de insetos presentes na dieta no periodo de chuva (Figuras 10). Por
consequéncia, a métrica de especializacdo da rede mostra que as espécies representadas na
rede no periodo de chuva sdo significativamente mais especializadas que as espécies no
periodo de seca (Tabela 4). No periodo de chuva, a espécie mais especializada é H.
diaphanopterus, enquanto no periodo de seca é C. planirostris, que apresenta um padréo de
especializacdo diferente das demais espécies, sendo pouco especializada na chuva (Tabela 3;

Figura 8).

Tabela 3. Grau de especializacdo para cada espécie de morcego nas duas estagoes.

H. diaphanopterus N. laticaudatus M. molossus C. planirostris
Seca 0.679 0.319 0.503 0.818
Chuva 0.789 0.425 0.619 0.742

A maior rede, mais conectada e com maior grau médio se apresenta no periodo de seca
(Tabela 4). As redes, nas duas estacdes, apresentam baixa modularidade, com diferenca nao
significativa. Na época de seca, as familias de insetos com maior importancia especifica
dentro da rede sdo Noctuidae, pertencente a ordem Lepidoptera (lij = 0.503) e Alydidae,
pertencente a ordem Hemiptera (lij = 0.455). J& em época de chuva, as familias mais
importantes sdo Lygaeidae, ordem Hemiptera (lij = 0.411) e Culicidae, ordem Diptera (lij =
0.371). Uma lista com a importancia especifica de cada presa na dieta dos morcegos nas duas

estacdes é apresentada nos Apéndices (Tabela S6).

Tabela 4. Métricas de rede da comunidade trofica. S = tamanho da rede; C = conectancia;
H,’ = grau de especializa¢do da comunidade; Mq = modularidade da rede.

Grau médio S C H2’ Mq

Seca 2.19 48 0.293 0.58 0.45
Chuva 1.45 36 0.194 0.64 0.47
P - - - 0.001 0.595
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Figura 8. Redes de interacdo entre morcegos insetivoros e suas presas em area urbana em periodo de
chuva (A) e seca (B). Esferas pretas representam morcegos e esferas vermelhas representam familias
de insetos. A espessura da linha indica a forga da interagdo morcego-inseto. As familias de insetos
comuns em periodos de seca e chuva: 7-Carabidae, 13-Crambidae, 14-Culicidae, 16-Delphacidae, 17-
Drosophilidae, 20-Formicidae, 25-Gyrinidae, 29-Liturgusidae, 30-Lycaenidae, 31-Lygaeidae, 32-
Mantidae, 38-Noctuidae, 40-Nymphalidae, 42-Papilionidae, 50-Scarabaeidae, 54-Syrphidae, 56-
Tephritidae, 59-Vespidae. As familias encontradas apenas no periodo de seca: 1-Alydidae, 2-
Aphididae, 4-Batrachedridae, 5-Braconidae, 9-Cercopidae, 10-Chironomidae, 12-Chrysopidae, 19-
Eucharitidae, 21-Gelechiidae, 22-Geometridae, 23-Geotrupidae, 26-Hesperiidae, 27-Hymenopodidae,
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28-Limoniidae, 33-Mantispidae, 35-Miridae, 37-Nabidae, 44-Plutellidae, 45-Pyralidae, 46-
Pyrrhocoridae, 47-Rhaphidophoridae, 48-Rhinotermitidae, 49-Sarcophagidae, 51-Sesiidae, 52-
Staphylinidae, 57-Termitidae. As familias encontradas apenas no periodo de chuva: 3-Apidae, 6-
Calliphoridae, 8-Cecidomyiidae, 11-Chrysomelidae, 15-Curculionidae, 18-Dytiscidae, 24-
Gracillariidae, 34-Membracidae, 36-Mycetophilidae, 39-Nolidae, 41-Oecophoridae, 43-Pentatomidae,
55-Tenebrionidae, 58-Tettigoniidae.
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—m— ;| Mantodea
H. diaphanopterus 3]
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Figura 9. Rede de interacdo bipartida relacionando morcegos insetivoros e suas presas em area urbana
em periodo de chuva. A espessura das barras cinzas corresponde a frequéncia que cada familia de inseto
ocorre como item alimentar das espécies de morcego. 3-Apidae, 6-Calliphoridae, 7-Carabidae, 8-
Cecidomyiidae, 11-Chrysomelidae, 13-Crambidae, 14-Culicidae, 15-Curculionidae, 16-Delphacidae,
17-Drosophilidae, 18-Dytiscidae, 20-Formicidae, 24-Gracillariidae, 25-Gyrinidae, 29-Liturgusidae, 30-
Lycaenidae, 31-Lygaeidae, 32-Mantidae, 34-Membracidae, 36-Mycetophilidae, 38-Noctuidae, 39-
Nolidae, 40-Nymphalidae, 41-Oecophoridae, 42-Papilionidae, 43-Pentatomidae, 50-Scarabaeidae, 54-
Syrphidae, 55-Tenebrionidae, 56-Tephritidae, 58-Tettigoniidae, 59-Vespidae.
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Figura 10. Rede de interacdo bipartida relacionando morcegos insetivoros e suas presas em area urbana
em periodo de seca. A espessura das barras cinzas corresponde a frequéncia que cada familia de inseto
ocorre como item alimentar das espécies de morcego. 1-Alydidae, 2-Aphididae, 4-Batrachedridae, 5-
Braconidae, 7-Carabidae, 9-Cercopidae, 10-Chironomidae, 12-Chrysopidae, 13-Crambidae, 14-
Culicidae, 16-Delphacidae, 17-Drosophilidae, 19-Eucharitidae, 20-Formicidae, 21-Gelechiidae, 22-
Geometridae, 23-Geotrupidae, 25-Gyrinidae, 26-Hesperiidae, 27-Hymenopodidae, 28-Limoniidae, 29-
Liturgusidae, 30-Lycaenidae, 31-Lygaeidae, 32-Mantidae, 33-Mantispidae, 35-Miridae, 37-Nabidae,
38-Noctuidae, 40-Nymphalidae, 42-Papilionidae, 44-Plutellidae, 45-Pyralidae, 46-Pyrrhocoridae, 47-
Rhaphidophoridae, 48-Rhinotermitidae, 49-Sarcophagidae, 50-Scarabaeidae, 51-Sesiidae, 52-
Staphylinidae, 54-Syrphidae, 56-Tephritidae, 57-Termitidae, 59-Vespidae
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Tabela 5. Relagdo de espécies-praga de insetos presente na dieta de morcegos insetivoros, suas
abundancias relativas nas fezes e potenciais culturas afetadas. Cp = C. planirostris, Ep = E. perotis,
Hd = H. diaphanopterus, Mm = M. molossus, NI = N. laticaudatus.

Espécie praga Predador Culturas Referéncia
P prag (abundéancia%*) afetadas
Hemiptera
Mm (2.87) e _
Feijdo; soja; Ventura et al., 2000;
Neomegalotomus parvus ?\ﬁ gg%g; arroz Ventura & Panizzi, 2003.
Rhopalosiphum padi NI (0.04) Aveia; trigo. Ronquim et al., 2004.
Lepidoptera
Diatraea saccharalis Hd (0.01) %?In hagde—agucar; Botelho, 1992; Cruz, 2007;
e a Gassen, 1984; Viana &
. Trigo; feijao-de- oo 1995; Hoffmann-
Elasmopalpus lignosellus NI (5.88) (rﬁ:(rj]g" Z?{Z’z Campo et al., 2000; Martins
’ ' et al., 2009.
. . Mm (9.10) L Specht et al., 2014; Specht
Elaphria agrotina Hd (1.06) Soja; milho. et al., 2019,
Feltia jaculifera Hd (0.25) Soja. Muredzi, 2013.
Helicoverpa zea lI_E||(oj Eggg; Milho. Matrangolo et al., 1998.
. Horteld; .
Pyrausta panopealis NI (0.05) manjericio Cochagne & Eusebio, 2017.
Hichings & Rabinovich
Soia: alaodio: 1974; Michereff-Filho et
Spodoptera eridania Mm (0.12) alf{af:a g ' al., 2008; Santos et al.,
' 2010; Bortolotto et al.,
2014; Montezano et al.,
2014.
Mm (16.20 Soja; milho; . . .
Ha §12. 403 o g’o Lac. aros.  SParks, 1979; Buntin, 1986;
Spodoptera frugiperda NI (3.48) amendoim; ngggFoYeJ 2,:'; Oggoe(,: ruz,
Ep (0.22) s0rgo; feijdo- Farias et al., 2014;
Cp (0.05) fradinho. N '
Plutella xylostella NI (0.50) Repolho; couve- Zalucki et al., 2012.

flor; brécolis;
canola.

817  *Abundancia relativa média de leituras por 10000 leituras.
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Discussao

Embora ndo tenha havido diferenca significativa entre o peso dos individuos na saida e
no retorno do forrageio, foi observado que os individuos das coldnias de H. diaphanopterus e
N. laticaudatus estdo com BCI maior em periodo de seca, em comparacao ao periodo de
chuva, o que reflete também uma maior massa corporal dos individuos nesta estagdo, que € o
contrario do esperado para a primeira hipdtese. Talvez isso ocorra porque no periodo de seca
h& a necessidade de acumular mais reserva energética do que no periodo de chuva, uma vez
que na chuva ha maior probabilidade de encontrar presas portanto, é possivel forragear sem a
necessidade de estocar reservas.

A diferenca ndo significativa entre o peso dos individuos que saem e chegam das
coldnias provavelmente se deu pela caracteristica peculiar da digestao e liberacdo de fezes
desse grupo. Ao voltar para a coldnia, 0 morcego nao porta em seu trato digestério todos os
alimentos consumidos durante a noite. Esses animais possuem a digestdo muito rapida
(Buchler, 1975; Stalinski, 1994), o que gera fezes que séo liberadas em pleno voo ou em
momentos de pouso, ou seja, apenas a parte absorvida e o alimento recém consumido
permanecem no organismo dos morcegos no retorno a coldnia, o que gera qualquer estimativa
guantitativa de consumo de insetos subestimada.

A literatura identifica varios fatores que podem explicar os diferentes padrdes de
abundancia e diversidade observados nas dietas dos quirdpteros insetivoros. Alguns sugerem
acreditam que os morcegos possuem uma preferéncia alimentar determinada pela
disponibilidade e abundancia dos insetos presentes no ambiente, ou seja, quanto mais
abundante (ou em periodos mais abundantes) maior sera a seletividade e/ou especializagdo na
dieta (Agosta et al. 2003; Akasaka et al. 2009; Anthony & Kunz 1977; Fenton & Thomas

1980; Hayes 1997). Um outro ponto de vista, ndo excludente, diz que h4 um esforgo temporal
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ou espacial associado a estrutura morfoldgica dos morcegos para evitar sobreposicéo de
forrageio com outras espécies de morcegos (Aldridge & Rautenbach, 1987; Kunz, 1973;
Militdo, 2017). H& estudos, ainda, que correlacionam uma dieta mais especializada ao estado
critico do estado de conservagdo da espécie de morcego (Boyles & Storm, 2007). Nas &reas
urbanas, a iluminacdo publica age positivamente para o forrageio dos morcegos insetivoros,
pois permite maior concentracdo dos insetos proximos aos postes de luz (Blake et al., 1994;
Rydell & Racey, 1995), o que pode, também, interferir na dieta.

Neste estudo, observamos que no periodo de seca, a dieta dos morcegos ampliou em
namero de familias de insetos predados em comparacao ao periodo de chuva, com excec¢do de
C. planirostris. Esse padréo observado pode ser explicado pela maior selegdo de presas por
morcegos das espécies H. diaphanopterus, N. laticaudatus e M. molossus em periodo de
chuva, guiado pela disponibilidade de recursos, o que corrobora a segunda hipo6tese. Embora
nédo observemos diferenca significativa da diversidade da dieta entre estagdes, observamos
diferenca na composicéo ao nivel de familia, mostrando que entre as estac6es, hd uma
diferenca dos itens alimentares presentes na dieta. Essa diferenca nédo é observada quando
comparado a dieta entre estacdes ao nivel de ordem, o que sugere que niveis superiores de
identificacdo taxonémica de insetos podem camuflar uma ampliacdo na composicao da dieta,
que s6 pode ser observada em niveis taxondémicos mais baixos, portanto, é recomendado a
utilizacdo de técnicas que tragam maior refinamento a analise de dietas animais, como 0 DNA
metabarcoding, a fim de observar padrdes que poderiam nédo ser observados analisando
exoesqueletos de fezes ou outra técnica de analise visual.

Para C. planirostris, a ampliacdo da dieta em nimero de familias de insetos ocorreu no
periodo de chuva, enquanto a especializacdo foi observada na seca, 0 que pode estar associado

a um comportamento de forrageio diferenciado nessa espécie. No momento da coleta dos
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individuos foi observado que o tempo entre a saida e o retorno do forrageio foi muito curto
(cerca de uma hora) para esta espécie, o0 que sugere que C. planirostris ndo voa longas
distancias para forragear. Para as demais espécies, o retorno ao abrigo sé ocorria no fim da
madrugada. Esse comportamento pode refletir nos itens alimentares de C. planirostris que séo
diferentes daqueles observados nas demais espécies (Figura 7). Vieses amostrais também
podem ter influenciado nesse padréo, pois no periodo de seca, houve um baixo nimero de
amostras de fezes destes individuos (n=2). E possivel que, com o aumento amostral,
encontrdssemos um maior nimero de insetos na dieta semelhante ao encontrado para as
demais espécies.

Mesmo em periodo de chuva, momento que a dieta é mais especializada, foi observada
uma diversidade muito maior de tdxons encontrados nas fezes dos morcegos insetivoros
utilizando metabarcoding, em comparacao aqueles estudos que analisam visualmente o0s
restos de exoesqueleto. Isso pode se dar por um viés que existe na amostragem visual da dieta,
sendo encontrada mais facilmente regides duras e seus taxons associados, em contraponto a
insetos com um teor maior de regides moles. Portanto, recomenda-se que estudos de dieta,
inclusive para outros predadores, sejam realizados utilizando métodos de sequenciamento de
préxima geracdo para resultados mais completos. Coleoptera, por exemplo, que é
classicamente um dos itens alimentares predominantes na dieta desses morcegos, teve uma
baixa abundancia neste estudo e em outros que utilizam metabarcoding (Aizpurua et al.,
2018; Galan et al., 2018). Esta baixa abundancia também pode estar associada a alta
variabilidade da regido amplificada (COI) em Coleopteros, que pode mascarar sinais
filogenéticos, sobretudo em niveis taxondmicos superiores (Howland & Hewitt, 1995; Zhang

& Hewitt, 1997).
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Em nenhuma das espécies de morcegos vimos uma assintota na curva de acumulacéo de
familias de insetos associadas as fezes (Figura 6). Logo, qualquer relacdo de insetos pode
ainda ser considerada uma subamostra do real potencial de composicao da dieta desses
morcegos.

Nas redes de interacdo representando o periodo de seca, mais familias de presas estao
presentes no centro da rede, ou seja, diferentes morcegos estdo sobrepondo insetos
consumidos tornando a rede mais conectada. Isso esté associado a menor disponibilidade de
insetos nessa estagdo (Silva et al., 2011) e, também por causa disso, mais links sdo feitos entre
predador e presas, tendo 0os morcegos que ampliar o nimero de familias de insetos presentes
na dieta, tornando a rede maior e mais conectada. J& no periodo de chuva, ha um menor
namero de links e uma menor sobreposi¢do de dieta, uma vez que 0os morcegos tendem a
selecionar melhor suas presas. Essa observacao corrobora a terceira hipdtese que previa
menos sobreposicdo da dieta dos morcegos no periodo de seca e maior especializacdo no
periodo de chuva, o que pode diminuir a competicdo por um mesmo recurso entre as espécies
de morcegos na estacdo chuvosa.

E interessante observar que as familias de insetos estatisticamente mais importantes
para as redes em ambas estacdes, sdo aquelas que possuem um maior numero de links com
diferentes espécies de morcegos, aparecendo no centro da rede. Possivelmente refletindo nas
familias de insetos mais abundantes nos locais de forrageio, nas respectivas estacdes. No
periodo de seca, por exemplo, a familia de insetos mais importante para a rede foi a
Noctuidae, conhecida por possuir espécies-praga de algumas plantacGes. A abundéncia das
espécies dessa familia esta sincronizada com a época de plantio de algumas culturas (Barros

et al., 2010), aumentando sua disponibilidade como alimento para 0s morcegos.
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N&o conseguimos observar um padréo de modularidade nas redes, contudo, quando
comparamos 0s itens presentes na dieta entre as espécies de morcegos, seja ao nivel de familia
(Figuras 9 e 10) ou ordem (Figura 7) vemos a existéncia de complementariedade na dieta
desses morcegos, provavelmente devido a estratégia de segregacao de nicho alimentar,
evidenciando a inexisténcia de espécie-chave para a supressao de insetos de maneira
generalizada, necessitando de uma maior diversidade de morcegos para abranger o controle
populacional de mais tdxons de insetos.

Também é interessante o registro do aparecimento de insetos de interesse agricola na
dieta dos morcegos, ainda que na area urbana, 0 que surpreendeu, uma vez que era esperado
um maior nimero de insetos de interesse epidemioldgico nesse tipo de habitat, pois em areas
urbanas esses insetos sdo abundantes (Robinson, 1996; Zurek & Gorham, 2008), tendo sido
encontrado apenas Culex declarator na dieta de M. molossus, inseto vetor de encefalite e
dirofilariose. A presenca destas potenciais pragas de uma série de culturas (Tabela 5) pode
levantar o questionamento de até onde os morcegos se deslocam para forragear. Proximo as
cidades estudadas € possivel encontrar culturas agricolas em meio a uma extensa zona rural e
areas de conservacao (Figura 1), onde estes morcegos podem estar forrageando. Ou ainda é
possivel que a area urbana ndo aja como barreira para esses insetos, permitindo sua presenca
nas cidades.

De maneira geral, estes insetos-praga aparecem de forma esporadica na dieta dos
morcegos avaliados, com baixa abundancia. Porém, a mariposa da espécie Spodoptera
frugiperda chegou a compor 16.2% da dieta total de M. molossus e 12.4% da dieta de H.
diaphanopterus. Esta espécie de mariposa é conhecida como praga agricola de culturas como
soja, milho, algodao, arroz, e possui uma tendéncia de expansédo de sua distribui¢do tendo sido

registrada no continente africano pela primeira vez por Goergen et al. (2016). Além disso,
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Elaphria agrotina, praga de soja e milho, comp6s 9.1% da dieta de M. mollosus. 1sso
corrobora a quarta hipétese, mostrando que os morcegos urbanos sao potenciais provedores
de servigos ecossistémicos, trabalhando para um gargalo populacional das populagdes desses
insetos praga e abre um leque para que futuros estudos sejam implementados na valoragéo
desses servicos. Observou-se também, que ha certa complementariedade ecoldgica nos
servigos prestados pelos morcegos, mostrando que a adicdo de morcegos prestadores de
servicos adicionara também servicos prestados.

Este é o primeiro estudo que avalia a dieta de morcegos insetivoros em &rea urbana com
abordagem DNA metabarcoding na regido neotropical e o primeiro a descrever a dieta de
Histiotus diaphanopterus, que particularmente possui uma dieta muito diferente do conhecido
para os demais Vespertilionidae, onde as principais ordens presentes em sua dieta foram
Lepidoptera, Mantodea, Hymenoptera e Orthoptera.

Este tipo de estudo é de suma importancia em regides inseridas em hotspots de
biodiversidade que possuem uma expansao rapida das cidades, pois pouco se conhece 0
impacto dessas mudancas na fauna silvestre (Nunes et al., 2017). E morcegos sdo excelentes
modelos bioindicadores (Jones et al., 2009), pois apesar de sua caracteristica sinantropica,
resilientes as condi¢des ecoldgicas criadas pela atividade humana e, por vezes, sinurbanas,
beneficiando-se com os ambientes urbanos, alteracbes em suas atividades podem alertar sobre
graves consequéncias da urbanizacdo na vida silvestre. Conhecer o quanto esses morcegos sao
importantes na regulacdo de insetos também nas cidades, pode sensibilizar os tomadores de
decisbes para uma administracdo e criacdo de habitats que sejam compativeis as popula¢oes
de animais selvagens dentro das cidades, numa ‘reconciliagdo urbana’ (Rosenzweig, 2003;
Gallo et al., 2018) permitindo que esses animais permanecam resilientes e evitando a perda de

biodiversidade nas cidades.
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1396  Apéndices

Tabela S1. Relacao de artropodes presentes na dieta de Cynomops Planirostris (n=8).

Identificagdo por barcoding (% identidade) Presenca

Ordem Familia Espécie* Frequéncia (n) N°de leituras** Seca  Chuva
(85%0-100%)  (90%-100%b) (97%-100%)
Coleoptera 75.00% (6) 395.85 X X
Carabidae 37.50% (3) 578.72 X
Lecanomerus sp. 12.5% (1) 447.60 X
Chrysomelidae 12.5% (1) 2.35 X
Dytiscidae 12.5% (1) 26.15 X
Geotrupidae 12.5% (1) 132.01 X
Gyrinidae 25.00% (2) 22.77 X
Porrorhynchus sp. 25.00% (2) 6.51 X
Tenebrionidae 12.5% (1) 3.70 X
Diptera 62.50% (5) 3695.49 X X
Cecidomyiidae 12.5% (1) 57.12 X
Calliphoridae 12.5% (1) 4.96 X
Chrysomya megacephala 12.5% (1) 4,96 X
Syrphidae 12.5% (1) 6739.70 X
Ocyptamus sp. 12.5% (1) 88.01 X
Tephritidae 25.00% (2) 4653.32 X X
Eurosta sp. 12.5% (1) 9300.93 X
Hemiptera 100.00% (8) 848.44 X X
Alydidae 25.00% (2) 71.91 X
Neomegalotomus parvus 12.5% (1) 142.16 X
Delphacidae 12.5% (1) 38.13 X
Chionomus sp. 12.5% (1) 38.13 X
Lygaeidae 100.00% (8) 609.55 X X
Membracidae 12.5% (1) 4.49 X
Pentatomidae 50.00% (4) 101.18 X
Hymenoptera 37.50% (3) 667.03 X X
Apidae 12.5% (1) 41.16 X
Eucera sp. 12.5% (1) 41.16 X
Formicidae 12.5% (1) 292.45 X
Vespidae 12.5% (1) 1667.49 X
Agelaia pallipes 12.5% (1) 1667.49 X
Lepidoptera 87.50% (7) 139.80 X X
Lycaenidae 12.5% (1) 7.18 X
Noctuidae 25.00% (2) 125.54 X
Spodoptera frugiperda 25.00% (2) 14.24 X
Nymphalidae 12.5% (1) 6.54 X
Na&o identificados 6162.43

1397 *Ao nivel de género, uma porcentagem de identidade minima de 95% foi adotada.
1398 **Abundancia relativa média de leituras de MOTUSs a cada 10000 leituras por numero amostral.
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Tabela S2. Relagdo de artropodes presentes na dieta de Histiotus diaphnopterus (n=12).

Identificacdo por barcoding (% identidade) Presenca
Ordem Familia Espécie* Frequéncia (n) N° de leituras** Seca  Chuva
(85%0-100%)  (90%-100%0) (97%-100%)
Blattodea 8.33% (1) 1.61 X
Rhinotermitidae 8.33% (1) 1.61 X
Coleoptera 16.67% (2) 76.35 X X
Diptera 33.33% (4) 6.02 X X
Culicidae 8.33% (1) 0.80 X
Drosophilidae 8.33% (1) 0.97 X
Drosophila nasuta 8.33% (1) 0.97 X
Syrphidae 8.33% (1) 0.81 X
Hemiptera 25.00% (3) 19.96 X X
Cercopidae 8.33% (1) 6.92 X
Mahanarva sp. 8.33% (1) 6.92 X
Hymenoptera 58.33% (7) 1465.80 X X
Apidae 8.33% (1) 0.52 X
Apis melifera 8.33% (1) 0.52 X
Braconidae 8.33% (1) 19.8 X
Notiospathius sp. 8.33% (1) 19.8 X
Eucharitidae 8.33% (1) 28.03 X
Formicidae 41.67% (5) 2037.35 X
Lepidoptera 83.33% (10) 5281.14 X X
Batrachedridae 8.33% (1) 0.81 X
Batrachedra sp. 8.33% (1) 0.81 X
Crambidae 16.67% (2) 4.23 X X
Diatraea saccharalis 8.33% (1) 7.24 X
Gelechiidae 8.33% (1) 6.19 X
Hesperiidae 16.67% (2) 186.25 X
Noctuidae 66.67% (8) 2214.74 X X
Elaphria agrotina 8.33% (1) 1268.72 X
Feltia jaculifera 8.33% (1) 303.86 X
Helicoverpa zea 8.33% (1) 64.12 X
Spodoptera frugiperda 66.67% (8) 1853.66 X X
Nymphalidae 16.67% (2) 2941.18 X
Mantodea 41.67% (5) 5130.01 X X
Hymenopodidae 8.33% (1) 70.55 X
Liturgusidae 33.33% (4) 1226.23 X X
Mantidae 33.33% (4) 365.60 X X
Neuroptera 8.33% (1) 3.26 X
Chrysopidae 8.33% (1) 3.26 X
Orthoptera 8.33% (1) 4733.83 X
Tettigoniidae 8.33% (1) 4604.12 X
N&o identificados 2191.54

1399 *Ao nivel de género, uma porcentagem de identidade minima de 95% foi adotada.
1400 **Abundancia relativa média de leituras de MOTUs a cada 10000 leituras por nimero amostral.
1401
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Tabela S3. Relacao de artropodes presentes na dieta de Nyctinomops laticaudatus (n=17).

Identificacdo por barcoding (% identidade) Presenca
rdem Famili Espécie* Frequéncia (n) N° de leituras**
(85%-1%0%) (90(2-10(?%) (9755-(91008%) Seca Chuva
Coleoptera 41.18% (7) 396.38 X X
Carabidae 17.65% (3) 58.71 X X
Curculionidae 5.88% (1) 20.68 X
Gyrinidae 5.88% (1) 1.43 X
Scarabaeidae 23.53% (4) 505.64 X X
Staphylinidae 5.88% (1) 9.01 X
Diptera 64.71% (11) 2790.33 X X
Chironomidae 5.88% (1) 6.70 X
Culicidae 23.53% (4) 2345.06 X X
Drosophilidae 17.65% (3) 3409.20 X X
Drosophila sp. 5.88% (1) 1.24 X
Drosophila nasuta 5.88% (1) 258.26 X
Sarcophagidae 5.88% (1) 168.85 X
Amobia sp. 5.88% (1) 168.85 X
Syrphidae 5.88% (1) 5.05 X
Tephritidae 5.88% (1) 10.15 X
Hemiptera 64.71% (11) 1837.32 X X
Alydidae 23.53% (4) 1385.99 X
Neomegalotomus parvus 23.53% (4) 870.02 X
Aphididae 5.88% (1) 59.76 X
Rhopalosiphum padi 5.88% (1) 59.76 X
Delphacidae 5.88% (1) 290.22 X
Chionomus sp. 5.88% (1) 290.22 X
Lygaeidae 17.65% (3) 396.22 X X
Miridae 17.65% (3) 340.98 X
Campylomma sp. 5.88% (1) 1010.10 X
Nabidae 17.65% (3) 1400.14 X
Pyrrhocoridae 11.76% (2) 1819.52 X
Dysdercus sp. 11.76% (2) 1819.52 X
Hymenoptera 23.53% (4) 155.38 X
Formicidae 17.65% (3) 32.26 X
Vespidae 5.88% (1) 0.88 X
Agelaia pallipes 5.88% (1) 0.88 X
Lepidoptera 94.12% (16) 4675.47 X
Crambidae 23.53% (4) 2949.32 X X
Pyrausta panopealis 5.88% (1) 77.08 X
Spoladea recurvalis 11.76% (2) 28.35 X
Geometridae 5.88% (1) 1515.15 X
Cyclophora sp. 5.88% (1) 1515.15 X
Gracillariidae 5.88% (1) 6.48 X
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Lycaenidae 5.88% (1) 4.98 X
Noctuidae 29.41% (5) 1629.14 X X
Spodoptera frugiperda 11.76% (2) 2956.48 X
Nolidae 5.88% (1) 106.43 X
Gabala sp. 5.88% (1) 77.28 X
Nymphalidae 41.18% (7) 598.18 X X
Junonia sp. 11.76% (2) 35.64 X X
Oecophoridae 5.88% (1) 4.41 X
Papilionidae 17.65% (3) 153.83 X
Archon sp. 17.65% (3) 153.83 X
Plutellidae 11.76% (2) 428.47 X
Plutella xylostella 11.76% (2) 428.47 X
Pyralidae 5.88% (1) 10000.00 X
Elasmopalpus lignosellus 5.88% (1) 10000.00 X
Mantodea 5.88% (1) 188.59 X
Liturgusidae 5.88% (1) 41.81 X
Mantidae 5.88% (1) 7.52 X
Neuroptera 17.64 (3) 950.41 X
Chrysopidae 11.76% (2) 101.12 X
Chrysoperla externa 5.88% (1) 202.02 X
Mantispidae 11.76% (2) 1317.57 X
Orthoptera 5.88% (1) 2.28 X
Rhaphidophoridae 5.88% (1) 2.28 X
N&o identificados 2522.73

1402 *Ao nivel de género, uma porcentagem de identidade minima de 95% foi adotada.
1403 **Abundancia relativa média de leituras de MOTUs a cada 10000 leituras por nimero amostral.
1404
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Tabela S4. Relacao de artropodes presentes na dieta de Molossus molossus (n=6).

Identificacdo por barcoding (% identidade) Presenca
Ordem - ‘- Anci 0 i -
(85%- (90|zzr_nl |c|) I(i%)) o E(;))_i%g:/o) Frequéncia (n) N° de leituras Seca Chuva
100%)
Blattodea 16.67% (1) 727.27 X
Termitidae 16.67% (1) 363.64 X
Coleoptera 33.33% (2) 4137.30 X X
Carabidae 16.67% (1) 4.05 X
Gyrinidae 16.67% (1) 6.23 X
Scarabaeidae 16.67% (1) 42.63 X
Diptera 83.33% (5) 1175.28 X X
Chironomidae 16.67% (1) 2.63 X
Culicidae 33.33% (2) 23.37 X X
Culex declarator 16.67% (1) 0.89 X
Drosophilidae 16.67% (1) 19.54 X
Drosophila sp. 16.67% (1) 15.25 X
Drosophila nasuta 16.67% (1) 4.29 X
Limoniidae 16.67% (1) 4705.88 X
Rhipidia domestica 16.67% (1) 4706.88 X
Mycetophilidae 16.67% (1) 1.63 X
Syrphidae 16.67% (1) 1090.91 X
Hemiptera 50.00% (3) 718.77 X X
Alydidae 33.33% (2) 861.36 X
Neomegalotomus parvus 33.33% (2) 838.07 X
Lygaeidae 16.67% (1) 276.50 X
Miridae 16.67% (1) 13.53 X
Nabidae 16.67% (1) 55.99 X
Lepidoptera 100.00% (6) 4276.48 X X
Crambidae 16.67% (1) 149.56 X
Geometridae 16.67% (1) 190.64 X
Noctuidae 66.67% (4) 3825.56 X
Elaphria agrotina 16.67% (1) 5459.27 X
Spodoptera eridania 16.67% (1) 69.32 X
Spodoptera frugiperda 50.00% (3) 3239.84 X
Nymphalidae 33.33% (2) 44.82 X
Papilionidae 33.33% (2) 275.91 X X
Archon sp. 33.33% (2) 275.91 X X
Sesiidae 16.67% (1) 985.65 X
N&o identificados 4326.63

1405 *Ao nivel de género, uma porcentagem de identidade minima de 95% foi adotada.

1406 **Abundancia relativa média de leituras de MOTUs a cada 10000 leituras por niUmero amostral.

1407
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1408 *Ao nivel de género, uma porcentagem de identidade minima de 95% foi adotada.

Tabela S5. Relacéo de artrépodes presentes na dieta de Eumops perotis (n=6) no periodo

de chuva.

Identificacdo por barcoding (%o identidade)

Ordem Familia Espécie* Frequéncia (n) N°de leituras**
(85%-100%)  (90%-100%)  (97%-100%)
ARACHNIDA

Trombidiformes

INSECTA
Coleoptera
Diptera
Hemiptera

Lepidoptera

Nao identificados

16.67% (1)
Tetranychidae 16.67% (1)
Tetranychus ludeni 16.67% (1)

33.33% (2)

16.67% (1)

33.33% (2)

Cicadidae 16.67% (1)
Nabidae 16.67% (1)
100.00% (6)

Hesperiidae 33.33% (2)
Noctuidae 83.33% (5)
Eudocima sp. 83.33% (5)

Helicoverpa zea 16.67% (1)

Heliothis sp. 16.67% (1)

Spodoptera frugiperda  16.67% (1)

Nymphalidae 83.33% (5)
Parthenos sp. 66.67% (4)

Papilionidae 50.00% (3)
Protesilaus sp. 50.00% (3)

Sesiidae 16.67% (1)
Sphingidae 16.67% (1)

5.95
5.95
5.95

90.43
1.86
8.12
0.45

15.80

7793.76
36.95
1084.46
1067.44
3.12

78.19

2.90
236.23
228.42
129.34
129.34

49.65
1.93

2172.09

1409 **Abundancia relativa média de leituras de MOTUs a cada 10000 leituras por nimero amostral.

1410
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Tabela S6. Importancia especifica das familias de insetos como itens alimentars
nas redes do periodo de seca e chuva.

Ordem Familia Importancia Especifica (lij)

Seca Chuva
Blattodea Rhinotermitidae 0.041 -
Termitidae 0.048 -
Coleoptera Carabidae 0.086 0.145
Chrysomelidae - 0.034
Curculionidae - 0.045
Dytiscidae - 0.034
Geotrupidae 0.143 -
Gyrinidae 0.066 0.065
Scarabaeidae 0.038 0.258
Staphylinidae 0.018 -
Tenebrionidae - 0.034
Diptera Calliphoridae - 0.034
Cecidomyiidae - 0.034
Chironomidae 0.066 -
Culicidae 0.066 0.371
Drosophilidae 0.059 0.258
Limoniidae 0.048 -
Mycetophilidae - 0.167
Sarcophagidae 0.018 -
Syrphidae 0.106 0.034
Tephritidae 0.161 0.034
Hemiptera Alydidae 0.455 -
Aphididae 0.018 -
Cercopidae 0.041 -
Delphacidae 0.018 0.034
Lygaeidae 0.324 0.411
Membracidae - 0.034
Miridae 0.104 -
Nabidae 0.104 -
Pentatomidae - 0.133
Pyrrhocoridae 0.038 -
Hymenoptera Apidae - 0.102
Braconidae 0.041 -
Eucharitidae 0.041 -
Formicidae 0.199 0.332
Vespidae 0.018 0.034
Lepidoptera  Batrachedridae 0.041 -
Crambidae 0.126 0.159
Gelechiidae 0.041 -

Geometridae 0.066 -



1412

Mantodea

Neuroptera

Orthoptera

Gracillariidae
Hesperiidae
Lycaenidae
Noctuidae
Nolidae
Nymphalidae
Oecophoridae
Papilionidae
Plutellidae
Pyralidae
Sesiidae
Hymenopodidae
Liturgusidae
Mantidae
Chrysopidae
Mantispidae
Rhaphidophoridae
Tettigoniidae

0.079
0.018
0.503

0.248

0.048
0.038
0.018
0.048
0.041
0.097
0.097
0.079
0.038
0.018
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