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RESUMEN

Recientemente se ha incrementado el uso del andlisis de isotopos estables de carbono
(*Cr'*C) y nitrégeno ("*N/**N) como una herramienta en la investigacion de patrones alimenticios y
relaciones troficas en diversos organismos. Tipicamente, las proporciones de 5°C y 3N son
ligeramente mayores en los tejidos animales en comparacion con su dieta. Este proceso se conoce
como fraccionamiento isotopico (el cual es fesultado de varios procesos metabolicos). El
fraccionamiento isotopico del N es en promedio de 3 % y para el °C de 1%. Aunque el
fraccionamiento isotopico tiene una gran importancia en la interpretacion del analisis de isdtopos
estables, los factores que influyen en el fraccionamiento isotopico no son bien conocidos, sin
embargo algunos autores sugieren que las proporciones C : N de la dieta puede afectar la
direccion y magnitud del fraccionamiento del carbono y del nitrégeno. E! presente trabajo tuvo
como objetivo principal evaluar el efecto de la variacion en la proporcion C : N de la dieta en el
fraccionamiento isotopico de A ™°C y A ™N en la sangre de un murciélago omnivoro (Glossophaga
soricina, Chiroptera: Phyllostomidae) en condiciones de laboratorio. Para llevar a cabo este trabajo
se colectaron 10 individuos machos juveniles de esta especie, los cuales se adaptaron al
cautiverio, en un bioterio de! IBUNAM. Se utilizaron dos dietas experimentales, la primera de ellas
con una proporcion carbono — nitrégeno (C : N) de 26.4 y la segunda con una proporcion C : N de
17.6). Los datos obtenidos en el presente trabajo, muestran que en los murciélagos alimentados
con la dieta 1 (C : N = 26), el enriquecimiento tréfico del "N (A15N) es menor que el encontrado
con la dieta 2 (C : N = 17). En contraste, los murciélagos alimentados con la dieta 1 (C : N = 26),
muestran un mayor enriquecimiento trofico de *C (A™C) comparado con el enriquecimiento
obtenido para los murciélagos alimentados con la dieta 2 (C : N = 17); o que puede indicar que el

13
|

fraccionamiento isotdpico del ~“C es menor a menores proporciones C : N. En conclusion el

fraccionamiento isotdpico de °C y "N depende de las proporciones C - N de la dieta

Palabras clave: Glossophaga soricina, fraccionamiento isotépico, "°N, *C, analisis de
isétopos estables.
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Abstract

In the last years, stable isotopes of carbon (*C/"*C) and nitrogen ("N/"N) increasingly are
being used by ecologists to determine the general diets of particular species and trophic structures in
different ecosystems. Typically, the animal tissue is enriched in §'°C y 8'°N compared whit their
food (isotopic fractionation), due to the metabolic process. On overage, the enrichment of PN is 3
- 4 %o, meanwhile the enrichment of "*C is 1 %». Despite the great potential value of stable isotopes
in a variety of scientific investigations, little attention has been paid to the underlying physiological
and biological mechanisms that influencing the isotopic enrichment. Some authors suggested that
de food ratio C : N, can be affected the direction and magnitude to the isotopic fractionation

The objective of this work it was evaluate the effect of food ratio C : N on the carbon and
nitrogen isotope enrichments in blood of omnivorous bat (Glossophaga soricina, Chiroptera:
Phyllostomidae). The bats were from a captive breeding colony maintained in greenhouse facilities
at the Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México.

For this work, it were used two trial foods, the first with a ratio C : N = 26.4 (8"C = -20.6%0
and 8"°N = 3.8%o). the second trial food with a ratio C : N de 17.6 (8"°C = -22.7% and 8"°N =
1.03%0). Under the first food regime. the fractionation of nitrogen isotopes for blood was lower
(4.49 %o) that the blood fractionation of de second food trial (4.79 %0). To the contrary, the bats to
feed on the first food showed a greater fractionation of carbon (1.51 %0) to compare de isotopic
fractionation of G. soricina under the second food regime (0.25%0). The isotopic signature of

tissues depends on both elemental concerntration and isotopic signatures of the diet.

Key words: Glossophaga soricina, isotopic fractionation, *N, I3C, stable isotopes

VII



Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotopico de *Cy "N

CAPIiTULO I
INTRODUCCION

Recientemente se ha incrementado el uso del andlisis de isétopos estables
de carbono (°C/"*C) y nitrégeno ('N/'*N) como una herramienta en la
investigacion de patrones alimenticios y relaciones tréficas en diversos
organismos, como insectos (Web et al. 1998), peces (Pinnegar et al. 2001), aves
(Hobson, 1995; Kelly 2000) y mamiferos (Ben-David ef al. 1997; Kelly, 1999,
Herrera et al. 2001 a, b). Esta aplicacidon se basa en el hecho de que los animales
reflejan en sus tejidos la composicion isotopica de grupos generales de alimentos
(*3CI'C) y nitrogeno ("*N/'*N) en los tejidos proporciona informacién sobre |o que
el animal asimil6 de estos alimentos (Roth y Hobson, 2000). La informacién
derivada de estos analisis puede ser a corto, mediano o largo plazo dependiendo
del metabolismo del tejido analizado (Herrera et al. 2001b). Por ejemplo, en el
gerbo (Muriones unguiculatus. Muridae) el pelo tarda en reempiazar su contenido
isotdpico de carbono en 47.5 dias y su andlisis proporciona informacion integrada
de la alimentacién del animal a largo plazo, mientras que en el cerebro, el
musculo, el higado y la grasa de este animal el recambio ocurre en 28.2, 27.6,
15.6 y 6.4 dias, respectivamente, y su analisis informa sobre la dieta a mediano y
corto plazos (Tieszen ef al. 1983). v

Tipicamente, las proporciones de 5'°C y & '°N son ligeramente mayores en los
tejidos animales en comparacion con la dieta. Este proceso se conoce como
fraccionamiento o cambio trofico (Focken y Becker, 1998). Desde hace
relativamente pocos afios, algunos autores han acufiado el término
fraccionamiento isotopico para describir las diferencias en los valores isotopicos
de la dieta y el tejido analizado (Ponsard y Averbuch, 1999).

El fraccionamiento isotopico del 5 '°N en los tejidos de los consumidores es en
promedio de 3 %. (Fantle ef al. 1999) Esta diferencia ha permitido utilizar el
andlisis de is6topos estables de >N para definir niveles troficos (Pinnegar ef al.

2001). El fraccionamiento isotopico del '>C es de cerca de 1 %o (Oélbermann y



Efecto de la dicta en el fraccionamiento isotopico de “C y "N

Scheu, 2002). Debido a que los is6topos estables del carbono no sufren cambios
troficos sustanciales, el andlisis isotopico de este elemento ha sido usado para
indicar la contribucion relativa de las plantas con diferentes rutas fotosintéticas a la
dieta de un organismo (Gannes ef al. 1997; Sponheimer ef a/ 2003), o para
determinar la contribucién relativa de alimentos de origen marino y terrestre
(Hobson y Clark, 1992a).

A pesar de la creciente aplicacion de esta técnica, poca atencion se ha
puesto en entender cudles son los mecanismos fisioldgicos y bioquimicos
fundamentales del fraccionamiento tréfico (Adams y Sterner, 2000), lo cual puede
dificultar la interpretacion de los resultados. Las concentraciones isotdpicas de los
componentes bioquimicos que conforman los alimentos pueden fraccionar o
cambiar cuando son incorporados en los tejidos, y la direcciéon y magnitud de estos
cambios depende del metabolismo tisular (Tieszen et al. 1983). Estos cambios son
debidos a los efectos de asimilacion de los componentes bioquimicos de la dieta
(los cuales tienen diferentes valores isotopicos) y al fraccionamiento isotopico
(Hobson y Clark, 1992b). Los componentes de los tejidos (lipidos, carbohidratos y
proteinas) tienen tasas de recambio isotdpico caracteristicas que dependen de las
proporciones de adquisicién, sintesis y catabolismo (Hawkins, 1991). La tasa de
recambio en las proteinas, por ejemplo, depende de la regulacion metabdlica, la
movilizacién de aminoacidos, la eliminacién de polipéptidos no funcionales y los
procesos de termorregutacion (Hawkins, 1991).

El fraccionamiento isotopico del nitrdgeno ocurre durante la sintesis de
aminoacidos (Adams y Stemer, 2000). Los grupos amino que contienen '“N son
favorecidos durante la transaminacion y desaminacion, lo cual da como resultado
la excrecion preferencial del isotopo ligero (**N) y la acumulacion del isotopo
pesado ('°N; Hobson y Roth 2000; Peterson y Fry, 1987). Shoeller (1999) plantea
que el fraccionamiento isotépico difiere en las reacciones de transaminacion, y que
esto puede ser explicado en funcion de las diferencias en el contenido isotopico de
los aminoacidos, ya que algunos aminodcidos como el glutamato tienen una

mayor proporcion del isétopo pesado (Gannes ef al. 1998).



Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotopico de C y N

Las bases quimicas del fraccionamiento involucran las bajas frecuencias de
vibracion de los anillos quimicos del "N comparados con los del "N. EI "N tiende
a formar anillos de mayor energia que el '“N, lo que reduce la probabilidad de que
éste sea utilizado en las reacciones quimica (Adams y Sterner, 2000).

E! fraccionamiento trofico de los isétopos del carbono puede estar asociado a
varios procesos que pueden contribuir al enriquecimiento como son: a) la pérdida
preferencial del °C en el CO, durante la respiracion, b) la incorporacion preferente
de los compuestos de *C durante la digestion, c) el fraccionamiento metabdlico
durante la sintesis de diferentes tipos de tejidos (DeNiro y Epstein, 1978; Gannes
et al. 1998), y d) la formacion de lipidos pobres en °C, lo que esta acompafiado
con el enriquecimiento del sustrato remanente (Focken, 2001). En cada caso,
existen evidencias de que e! fraccionamiento ocurre durante estos procesos, pero
no se puede generalizar.

Existen varios trabajos que han evaluado los factores de fraccionamiento
isotépico de los is6topos de carbono y nitrégeno para mamiferos (Tabla 1). Los
valores de fraccionamiento isotdpico obtenidos en estos trabajos indican que el
enriquecimiento tréfico de 3¢ puede ir de 0.6%o en la zorra roja (Vulpes vulpes,
Roth y Hobson, 2000) hasta 3.6%c en el flamenco (Phoenicopterus chilensis,
Phoenicopterus ruber roseus y P. ruber ruber; Mizutani, 1992). Mientras que el
enriquecimiento de N oscila entre 05% en saltamontes (Melanoplus
sanguinipes, DeNiro y Epstein, 1987) hasta 5.6 %o en el flamenco (Phoenicopterus
chilensis, Phoenicopterus ruber roseus y Phoenicopterus ruber ruber, Mizutani,
1992).

Los valores de fraccionamiento isotépico han sido obtenidos en laboratorio
para roedores (DeNiro y Epstein, 1978, Tieszen ef al. 1983), invertebrados
acuaticos (Adams y Steiner 2000; Webb et al. 2000), aves (Hobson y Clark, 1992),
mamiferos marinos (Hobson ef al. 1996) y carnivoros terrestres (Roth y Hobson,
2000).

Aunque el fraccionamiento isotopico tiene una gran importancia en la
interpretacion del analisis de isétopos estables, los factores que influyen en el

fraccionamiento isotépico no son bien conocidos (Allen, 1998). Algunos autores

(V5]



Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotopico de *C y 'N

han sugerido que factores como la edad (Oelbermann y Scheu, 2002), |a fisiologia
digestiva (Roth y Hobson, 2000), el estrés nutricional (Hobson y Clark, 1992b;
Adams y Sterner, 2000), el estrés hidrico (Ambrose y DeNiro, 1986), la pérdida de
peso (Ailen, 2000), la calidad de la dieta (Webb et al. 1998, Adams y Sterner,
2000), y la contribucion relativa de diferentes fuentes proteinicas a la dieta (Allen,
1998) puede afectar el fraccionamiento isotépico de carbono y nitrégeno. Estos

factores seran discutidos a continuacion.
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m————————————————————————

Tabla 1. . Factor de enriquecimiento isotépico de '°C y >N obtenidos en condiciones experimentales para algunos
mamiferos. El factor de enriquecimiento isotopico se define como la diferencia que existe entre la composicién isotdpica
del tejido del animal y la composicion isotopica de la dieta (A =8tejido - ddieta ). Los valores reportados se dan en partes

por mil (%eo).

Animal Nombre Cientifico Tejido A¥C AN Autor

Orden Chiroptera

Murciélago Glossophaga soricina Sangre 27 Voigt et al. (2003)
Murciélago Leptonycteris curasoae  Sangre 28 Voigt et al. (2003)
Murciélago Glossophaga soricina Sangre - 3.2 Voigt y Matt (2004)
Murciélago Leptonycteris curascae  Sangre - 3.0 Voigt y Matt (2004)
Orden Carnivora

Zorra Vulpes vulpes Musculo 1.1 3.3-3.5 Rothy Hobson, 1999
Zorra Vulpes vulpes Pelo 26 3.3-3.5 RothyHobson, 1999
Zorra Vulpes vulpes Sangre 0.4-06 42 Roth y Hobson, 1999
Orden Pinnipeda

Foca Phoca spp. Bazo 13 21 Hobson et al. 1996
Foca Phoca spp Corazén 1.2 3.1 Hobson et al. 1996
Foca Phoca spp Bigotes 32 2.8 Hobson et al. 1996
Foca Phoca spp. Higado 0.6 3.1 Hobson et al. 1996
Foca Phoca spp. Musculo 1.3 2.4 Hobson et al. 1996
Foca Phoca spp Pelo 28 3.0 Hobson et al. 1996
Foca Phoca spp . Piel 28 23 Hobson e al. 1996
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Tabla 1 Continuacién

Animal Nombre Cientifico Tejido A®C A™N Autor

Foca Phoca spp. Pulmoén 1.8 2.3 Hobson ef al. 1996

Foca Phoca spp RifAéN 1.3 2.7 Hobson et al. 1996

Foca Phoca spp Sangre 17 1.7 Hobson et al. 1996
Focas Phoca spp. Células sanguineas 1.5 1.7 Lesage ef al, 2002
Focas Phoca spp. Suero 0.8 3.1 Lesage et a/, 2002
Focas Phoca spp Pelo 23 2.3 Lesage ef al, 2002

Foca Phoca spp Urlas 2.8 2.3 Lesage ef a/, 2002
Orden Rodentia

Gerbo Meriones unguiculatus Cerebro 1.0 - Tieszen ef al. 1983
Gerbo Meriones unguicufatus Grasa -3.0 - Tieszen et al. 1983
Gerbo Menones unguiculatus Musculo 1.0 - Tieszen ef al. 1983
Gerbo Meniones unguiculatus Pelo 1.0 - Tieszen et a/. 1983
Ratén Mus musculus - 1.0 DeNiro y Epstein, 1978
Ratén Mus musculus Musculo - 29 Minagawa y Wada, 1984
Rata Rattus sp. - - 36 Minagawa y Wada, 1984
Orden Artiodactyla

Toro Bos taurus Sangre 4.2 Steele y Daniels (1978)
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FACTORES QUE AFECTAN EL FRACCIONAMIENTO ISOTOPICO

Metabolismo del nitrégeno

El nitrégeno esta presente en el cuerpo animal casi exclusivamente en forma
de proteinas (98%) y el resto como acidos nucleicos, urea, amonioc y otros
productos nitrogenados (Schoeller, 1999).

Ei nitrégeno es obtenido de la dieta (Morris, 1991) y utilizado principalmente
para la sintesis de proteinas (McDonald et a/. 1995), una parte de Ias cuales son
utilizadas para la construccién y mantenimiento de tejidos, mientras que otras son
utilizadas como componentes especificos en la digestion, la oxidacién, la
respiracién o como hormonas (Berg y Kolenbrander, 1970).

Las proteinas son producto de la combinacion de 20 a-aminoacidos (McDonald
et al. 1995), algunos de los cuales deben ser suministrados de manera especifica
por los alimentos, ya que los tejidos son incapaces de sintetizarios (aminoacidos
esenciales). Otros aminoacidos se obtienen directamente de la dieta (aminoacidos
no esenciales; Guyton, 1994) pero pueden formarse a partir de intermediarios por
un proceso denominado transaminacion, utilizando el nitrégeno aminico de otros
aminoacidos que estén en exceso (Murray et al. 1998).

Durante la transaminacion, el nitrogeno es tomado de un a-aminodcido y
anadido a un a-cetoacido, dando como resultado la formacion de un nuevo
aminoacido (Alemany, 1986). Las necesidades reales de ciertos aminoacidos
esenciales para un organismo dependen de la existencia de otros aminoacidos
(McDonald et al. 1995) y de otros factores como la edad, el estado de salud y
procesos propios de la especie como reproduccién, migracién, hibernacién, etc.
(Shoeller, 1999).

El glutamato ocupa un papel importante en la transaminacién, desempefiando
una funcién reguladora del metabolismo de los aminoacidos, y su presencia
determina la disponibilidad de otros aminoacidos. Por tanto, el glutamato estabiliza
las proporciones de sintesis y utilizacién o eliminacién de los aminoacidos en

exceso. El glutamato es ademas importante por el amplio nimero de aminoacidos
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que se sintetizan a partir de él o del 2-ceto-glutarato. Este aminoacido también
sirve como elemento captador en la degradacion de otros aminoacidos, como Ia
glutamina, la prolina, la histidina y los del ciclo de la urea (Alemany, 1986). El
glutamato es el Unico aminoacido en los tejidos de los mamiferos que sufre la
desaminacién oxidativa en una magnitud apreciable (McDonald et al. 1995).

Otro proceso importante en el metabolismo de los aminoacidos es fa
desaminacién oxidativa, la cual tiene lugar en el higado. Un aminoécido se forma
mediante la deshidrogenacion e hidrolizacion al cetoacido correspondiente con
produccion de NH4" (Ganong, 2000). En la figura 1 se resume el metabolismo de

los aminoacidos.

Proteina Proteina inerte
Dieta corporal (pelo, ufias, etc.)

Transaminacion
Reserva
— Reserva de <« Aminacion metabdlica
Otras inoaci L, comun
pérdidas Aminoacidos Desaminacion
v\ NHL
Purinas 1
Creatinina Piridiminas
v Urea

Neurotransmisores
Hormonas

Figura 1 Resumen del metabolismo de los aminoacidos (Modificado de la figura
17-17 de Ganong, 2000)
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Durante los procesos de deaminacion y transaminacion, las enzimas remueven
de manera preferencial los grupos amino con "*N. Consecuentemente, el nitrégeno
excretado es enriquecido en "N (Gannes et al. 1998), mientras que los tejidos se
ennquecen en "N (Fantle et al. 1999; Schoeller, 1999). Los aminoacidos
esenciales exhiben pocos cambios en su composicién isotdpica, mientras que los
aminoacidos que son sintetizados o modificados en parte dentro del cuerpo
pueden experimentar cambios en sus valores de §'°N de mayor magnitud
(Pinnegar y Polunin, 1999), como es el caso de aquellos derivados del glutamato
(Gannes et al. 1998). Hare (1991) aislé ocho de los aminoacidos del colageno de
cerdo y encontrd que todos ellos presentaban un enriguecimiento en comparacion
con los mismos aminodcidos provenientes de la dieta, siendo los mas
ennquecidos el glutamato y el aspartato (6 y 3 %o, respectivamente; citado en
Hatch et al. 1995).

La interpretacién de la composicién isotdpica de los tejidos animales se
complica por un fenémeno denominado “isotopic routing” (Gannes ef al. 1997).
Este fendmeno se produce porque los is6topos contenidos en los diferentes
componentes de la dieta no son mezclados antes de ser asignados a los
componentes tisulares. En lugar de esto, son asignados diferencialmente a tejidos
especificas, por fo que los tejidos no reflejan la composicion isotopica de la dieta,
sino la composicion isotdpica del nutriente a partir del cual el tejido fue sintetizado
(Gannes et al. 1997).

Ingestion de proteinas: Todos los organismos requieren que la dieta de la
cual se alimentan les proporcione proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales y
vitaminas, en cantidades suficientes, para la sintesis de compuestos necesarios
para el mantenimiento, crecimiento y reproduccién (Morris, 1991). Un estado
nutritivo equilibrado se da cuando un organismo tiene aporte de nutrientes
conveniente para su crecimiento y / o mantenimiento. Estos requerimientos
incluyen: a) fuentes de energia para mantener todos los procesos corporales, b)
aporte de proteinas y aminodcidos para mantener un balance positivo de

nitrégeno, c¢) agua y minerales suficientes para compensar su pérdida e
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incorporacion a los tejidos corporales, y d) contribucién suficiente de aminoacidos

no esenciales y vitaminas no sintetizadas por el cuerpo (Randall ef al. 1997).

Las proteinas por si mismas no son necesarias en |a dieta, lo que es esencial
en la nutricion es el contenido de aminodacidos (Lehninger ef al. 1995), motivo por
el cual el requerimiento de proteinas se define como la suma de los aminoacidos
que se requieren para el mantenimiento de los tejidos animales (Morris, 1991). Es
decir, cuando la ingestién de nitrdgeno de la dieta es igual a la cantidad de
nitrégeno que se elimina en la orina, las heces y otras pérdidas, en niveles
moderados de actividad fisica se dice que el animal se encuentra en balance
positivo de nitrégeno (Fox y Cameron, 1992). Los requerimientos proteicos de los
animales son consecuencia dinamica de la edad (crecimiento, mudas), el estatus
fisiolégico (estrés o estabilidad), el estado de salud (reparacién o restauracién de
tejidos, -infecciones parasitarias, etc.), el estado nutricional (frecuencia de las
comidas, digestibilidad y equilibrio de nutrientes, etc.), las necesidades
energéticas (influencia hormonal, prefiez y lactancia), y los procesos ecoldgicos
propios de la especie (por ejemplo la migracién; Murphy, 1996).

En condiciones normales las proteinas de los alimentos son casi
completamente digeridas en el estbmago donde son degradadas hasta obtener los
aminoacidos que las constituyen y, entonces, estos productos finales de Ia
digestion proteinica se absorben con rapidez desde el intestino a la sangre de la
vena portal hepética (Mayes, 1997). Durante este proceso se eleva la
concentracién de aminoéacidos en la sangre, pero disminuye a los pocos minutos
porque son absorbidos por las células corporales (Guyton, 1994). De este modo
se asegura que estos metabolitos y otros productos hidrosolubles de la digestidn
se dirijan inicialimente al higado. El higado tiene la funcion metabdlica primaria de
regular la concentracién sanguinea de los metabolitos, en particular de la glucosa
y los aminodacidos; ademas, se ocupa de sintetizar las principales proteinas
plasméticas y de desaminar a los aminoacidos que exceden los requerimientos,
mediante la formacion de urea, la cual es transportada por la circulacién hasta el

rRon para ser excretada (Murray ef al. 1998).
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La calidad de la dieta puede juzgarse por su contenido de aminoacidos
esenciales y el grado en el cual las proteinas son digeridas y absorbidas por el
cuerpo (Fox y Cameron, 1992). La calidad nutritiva de las proteinas puede
determinarse por hidrolisis completa, la cuantificacién de la composicion amino
acida y su comparacion con la del huevo o leche. E| valor obtenido de una
proteina indica su valor biolégico, factor que es inversamente proporcional a la
cantidad de proteina determinada que debe consumirse para mantener a un
individuo adulto en equilibrio nitrogenado (Lehninger et al. 1995).

Las dietas normalmente contienen una mezcla de proteinas y €l hecho de que
cualquier proteina tenga un valor biolggico alto o bajo no es de importancia. El
requerimiento dietético importante es que la ingestion total de proteina debe
suministrar todos los aminoacidos esenciales en proporciones suficientes para
satisfacer las necesidades de un organismo (Guyton, 1994). Por lo tanto, si se
ingiere una mezcla de proteinas, ésta tiene un gran valor bioldgico, y se dice
entonces que los aminodcidos se complementan (Fox y Cameron, 1992).

La idea de que la calidad de la dieta, el contenido de nitrogeno y diferentes
proporciones de proteina animal y vegetal, pueden afectar el fraccionamiento
isotépico del carbono y del nitrégeno ha sido demostrada en varios estudios, los
cuales seran descritos brevemente a continuacion.

Webb et al. (1998) evaluaron el fraccionamiento de ">C y "°N en saltamontes
(Locusta migratoria); para ello utilizaron dos dietas experimentales (maiz y trigo) y
sus resultados indican que existe un factor de fraccionamiento diferente de
acuerdo con la dieta consumida por el organismo. Allen (1998) determiné el efecto
de diferentes proporciones relativas de proteinas derivadas de insectos y plantas
en el fraccionamiento isotdpico de N en la sangre de Bombycilla cedrorum. El
factor de fraccionamiento en dietas con bajas y altas concentraciones de proteina
animal fue similar (4.75 y 418 %, respectivamente), mientras que el
fraccionamiento en la dieta con una composicién media de proteinas fue mayor
(5.4%0).

Algunos autores como Webb ef a/. (1998), Fantle et af/. (1999), Adams y
Sterner (2000) y Oelberman y Scheu (2002) reportaron que alimentos de baja
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calidad dan como resultado un mayor enriquecimiento isotopico >N comparado
con el obtenido con alimentos de alta calidad alimenticia, (estos resultados fueron
obtenidos para los invertebrados Locusta migratoria, Callinectes sapidus, Daphnia
magna y Pardosa lugubris, respectivamente). Los resuitados de estos autores
sugieren que el proceso de fraccionamiento esta directamente relacionado con el
contenido de N en el alimento. Por lo tanto el fraccionamiento isotdpico a través de
los niveles tréficos puede depender de la disponibilidad de nitrégeno (Adams y
Sterner, 2000).

Fantle et al. (1999) demostraron la relacion existente entre el contenido de
proteinas de la dieta, generalmente expresada como C : N o aminoacidos
totalmente hidrolizables (THAA), y el grado en que los Cangrejos azules
(Callinectes sapidus) fraccionan el '®N y el '*C. Cuando se alimenté a estos
organismos con dietas con proporciones C : N de 23 y 17, se produjo una
disminucion en la tasa de crecimiento de los individuos, una disminucion de los
vaiores del 5'°C del animal en comparacion con la dieta, y un fraccionamiento del
nitrégeno de entre 2 y 3 %o. Sin embargo, cuando la dieta tuvo una relacion C : N
entre 5 y 6, la tasa de crecimiento aumentd, y el fraccionamiento de carbono (- 0.1
a 0.2 %o) y nitrégeno (0.1 — 0.9 %o) fue minimo en comparacion con los valores
obtenidos cuando la dieta tuvo proporciones C : Nde 23y 17.

Estos autores concluyeron que el fraccionamiento isotopico a nivel molecular
depende de la calidad de la dieta, los requerimientos fisiologicos de la especie
durante procesos normales como el crecimiento, €l recambio de los tejidos, el
balance de nitrégeno y la produccion de energia metabdlica. Estos autores
sugieren que otra posible explicacién es que el fraccionamiento isotopico del
nitrégeno depende de la calidad de la proteina de la dieta y del estrés metabolico
causado por una dieta pobre en proteinas (Fantle et al. 1999).

Adams y Sterner (2000) variaron el contenido de nitrégeno en la dieta de
Daphnia magna para evaluar la relacion existente entre los valores de 5'°N y la
relacion C : N de la dieta. Sus resultados indican que el enriquecimiento de '°N

esta fuertemente relacionado con la relacion C : N, en un rango que va desde 0 a
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las 6 %o. Ademas, los valores de 5'°N de los organismos estan inversamente
relacionados con el contenido de nitrégeno de la dieta.

Estrés nutricional y ayuno (inanicion). Cuando una dieta contiene solo los
niveles minimos de aminoacidos esenciales para permitir el mantenimiento de los
procesos fisioldgicos o cuando un organismo carece de alimento por un periodo
largo de tiempo (ayuno o inanicién), el resultado es el pobre desempefio de un
animal, ya que la carencia de nitrogeno limita la sintesis de compuestos
nitrogenados como aminodcidos, purinas, pirimidas, etc. (Mormis, 1991). Durante
este proceso el balance de nitrégeno suele ser negativo (Wilson ef al. 1978).

Cuando un animal no recibe alimento, independientemente de la actividad
fisica que realice, efectla una gran variedad de procesos internos que son
esenciales para la vida. Dichos procesos incluyen la respiracion, circulacion,
mantenimiento de la tonicidad muscular, produccién de secreciones internas, etc.
Asi, ante la ausencia de los nutrientes necesarios para realizar estas actividades
el organismo debe evitar la destruccion de sus propios tejidos. Este proceso se
conoce como “catabolismo del ayuno” (Maynard et al. 1981).

Cuando un organismo estd sometido a condiciones de ayuno o estrés
alimenticio, las concentraciones de glucosa, acidos grasos, cuerpos ceténicos y
aminoacidos en el torrente sanguineo tienden a disminuir, y los patrones de flujo
de metabolitos en la sangre de un tejido a otro son diferentes a la de aguellos que
se han alimentado correctamente (Gibson y Harris, 2002). Por lo tanto, las
condiciones de ayuno pueden cambiar las condiciones fisioldgicas de un
organismo. Por ejemplo, tras un ayuno de toda la noche, casi todo el glucégeno
hepatico y la mayor parte del glucégeno muscular se han gastado (Lehninger et al.
1995). A las 24 horas la concentracion de glucosa de la sangre comienza a
disminuir, la secrecién de insulina se frena y se estimula la secreciéon de glucagon
(Lehninger et al. 1995). Durante el periodo de inanicion se incrementa la sintesis
de hormonas que estimulan la gluconeogénesis (produccion de glucosa a partir de
otros metabolitos; Guyton, 1994). Este proceso ocurre tanto en mamiferos como
en aves (Maynard et a/. 1981; McDonald et a/.1995).

13
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Este fendmeno produce el incremento en la concentracién de aminoacidos, los
cuales son utilizados en los procesos de desaminacion y transaminacion, ademas
de su conversion en glucosa. Por lo tanto, un periodo de disminucion del aporte de
proteinas, ya sea por estrés nutricional o por inanicion, da como resultado la
degradacion de las proteinas tisulares para mantener una cantidad adecuada de
glucosa para sostener la produccion de energia en los tejidos criticos tales como
el cerebro (es decir, se recicla el nitrogeno; Lehninger ef al. 1995).

Una pequefia parte de la glucosa sintetizada puede ser convertida en
glucégeno, el cual es almacenado en el higado y en el musculo, pero la mayor
parte de esta glucosa es liberada en el torrente sanguineo, causando una
elevacién en los niveles de glucosa, ademas de reducirse la asimilacién de la
glucosa y aminoacidos en los tejidos periféricos (Randall ef al. 1997). Los
glucocorticoides también estimulan la movilizacion de acidos grasos almacenados
en los tejidos adiposos, los cuales pueden ser usados como sustrato para la
gluconeogénesis en el higado o metabolizados directamente en el masculo para
proveer de energia para la contraccién (Ganong, 2000). En conjunto, todos estos
procesos estadn encaminados a incrementar la disponibilidad de energia rapida en
los tejidos nervioso y muscular. Los glucocorticoides tienen otros efectos
incluyendo la estimulacion de secreciones gastricas y la inhibicion de la respuesta
inmune (Randall et al. 1997).

La mayor parte de las proteinas consumidas durante el ayuno provienen del
higado, bazo y misculos, y solo un poco del corazdn y del encéfalo (Ganong,
2000). Durante el ayuno, el musculo oxida los aminoacidos ramificados hasta CO,
y H20, que por tanto sirven como sustratos energéticos. Se ha estimado que en
tales condiciones, casi un 15% del acetil-CoA formado en el musculo puede
proceder de amino&cidos ramificados (Sanchez-Jiménez y Nurez, 1991).

Durante el periodo de inanicién el ser humano sintetiza varios gramos de
glucosa al dia, la mayor parte de la cual se produce en el higado (aunque la
corteza renal también sintetiza una cantidad apreciable de glucosa). La pérdida de
proteinas que ello significa y las perdidas sustanciales de minerales, dan lugar a la

pérdida de agua asociada con estas sustancias, siendo ésta la causa principal del
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descenso inicial de peso; sin embargo, a medida que continda la inanicion, una
proporcién cada vez mayor de pérdida de peso se debe al consumo de grasa
corporal (Yung y Schrimshaw, 1978).

Los tejidos animales en estrés nutricional o inanicién muestran un incremento
progresivo en las proporciones "N/"*N cuando la masa corporal disminuye
(Gannes et al. 1997) debido a que se reduce la ingesta de nitrégeno (Oelbermann
y Scheu, 2002). Los animales durante estos procesos literalmente “viven de su
propia carne”. Los mecanismos mediante los cuales los tejidos llegan a estar
enriquecidos en "N son los mismos que causan el fraccionamiento tréfico del
nitrégeno, aunado al hecho de que el nitrégeno excretado no es reemplazado por
el proveniente de las proteinas de la dieta (Gannes et al. 1997).

Cabe senfialar que el balance del nitrégeno es una suma algebraica de todas
las sumas y perdidas de nitrégeno en todos los tejidos del cuerpo, de modo que
podréa ocurrir que algunos tejidos estén ganando nitrégeno mientras que otros
tejidos lo estén perdiendo (Oelbermann y Scheu, 2002). En conclusién, los tejidos
metabolicamente activos (como por ejemplo el higado) muestran mas facilmente
los efectos del enriquecimiento debido al estrés alimenticio o el ayuno sobre
aquellos tejidos con bajas tasas de recambio (como son el pelo, dientes o plumas;
Hobson et a/. 1993).

Recambio de proteinas y sintesis de tejidos: las proteinas animales con
pocas excepciones (pelo, pezufias, ufas y piel) se encuentran en un estado
dinamico y continuamente son degradadas y sintetizadas a partir de las proteinas
existentes (ademas de las proteinas que ingresan en el organismo; Morris, 1991,
Lehninger et al. 1995). Algunas de las proteinas del cuerpo tienen tasas de
recambio muy lentas (colageno y elastina entre otras), mientras que otras
recambian muy rapidamente (por ejemplo, las proteinas del higado o las del
intestino; Hawkins, 1991).

Los animales adultos requieren de un suministro regular de aminoacidos para
remplazar aguellos aminoacidos que han sido degradados o que no pueden ser
utiizados de nuevo (McDonald et al. 1995); mientras que en los animales en

crecimiento, la tasa de renovacion de las proteinas se incrementa, y esta asociada
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con las necesidades del nuevo tejido. Durante este proceso algunos aminoacidos
se requieren en mayor proporcién que otros (Morris, 1991).

Durante el crecimiento, se intercambia el equilibrio entre los aminoacidos y las
proteinas corporales a favor de estas Gltimas, de manera que la sintesis excede la
degradaciéon (Ganong, 2000). Cuando un organismo presenta un rapido
crecimiento y la dieta de la cual se alimenta le provee energia y nutrientes
suficientes da lugar a una rapida biosintesis de estos materiales para la formacion
el tejido nuevo (cuando el balance es positivo; Wilson ef al. 1978). Por lo tanto, el
valor isotdpico del tejido en cuestion sera similar al de la dieta (Fantle ef al. 1999).
De tal manera, cuando se toman muestras de tejido como pelo o plumas, los
valores isotopicos de éstos solo proporcionan informacién de la dieta durante el
periodo en el cual crecieron (Mizutani et al. 1992).

Al comienzo de la vida (incluyendo la vida prenatal), los tejidos nervioso y 6seo
tienen prioridad sobre los nutrientes disponibles y crecen con rapidez, le sigue el
tejido muscular y, finaimente, el tejido adiposo (McDonald ef al. 1995). Por el
contrario, cuando un organismo no tiene el suplemento alimenticio adecuado de
nutrientes, puede inhibirse el crecimiento o aumentar la tasa catabdlica de
proteinas y lipidos para proveerse de nutrientes (de manera similar a lo que
sucede durante los periodos de ayuno o estrés alimenticio; Fantle et a/. 1999); y
asignarlas para el desarrollo de ciertos tejidos. Hatch et al. (1995) compararon el
desarrollo y crecimiento de gallinas sometidas a estrés alimenticio con gallinas
alimentadas ad /ibitum y encontraron que el desarrolio de las plumas de ambos
grupos fue similar.

Los aminoacidos producidos por el catabolismo de las proteinas son
deaminados formando cetoacidos, una porcién de los cuales son reaminados y
reincorporados en los tejidos corporales. Cada transaminacién resulta en el
fraccionamiento isotopico que aunada con la excrecion del nitrégeno dan como
resultado la disminucion de N y la retencion de aminodcidos enriquecidos
(Gannes et al 1997). Debido a que la proporcion de incorporacion de estos

aminoacidos reciclados depende de la proporcién de recambio de los tejidos
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relevantes, los mayores enriquecimientos de >N deben encontrarse en tejidos con
altas tasas de recambio (Webb ef al. 1998).

Recientemente ha sido debatida la idea de que los contenidos de "N en tejidos
animales se incrementan con la edad (Owens, 1987). Los resultados reportados
por Fantle ef al. (1999), Adams y Sterner (2000), Oelberman y Scheu (2002),
apoyan esta idea. En contraste Minagawa y Wada (1984), Hobson y Clark
(1992b), Webb et al. (1998), Roth y Hobson (2000) y Ponsard y Averbuch (1999)
no encontraron ninguna correlacion entre los valores de fraccionamiento y la edad.

Para la aplicacion del andlisis de isdtopos estables en la descripcion de
patrones troficos es importante tomar en cuenta algunas consideraciones
relacionadas con la edad del individuo:

a) Pueden existir diferencias en los valores isotdpicos entre crias y madres
de mamiferos, debido a que las crias se alimentan de la leche materna, lo cual
puede situarla en un nivel tréfico superior al de la madre, y en algunos casos
puede sobreestimarse los items consumidos por las crias (Jenkins ef al. 2001).

b) Algunos animales cambian de habitos alimenticios de acuerdo a sus
etapas de su desarrollo (Hobson y Clark, 1992b); y

c) Las concentraciones de &cido Urico y urea alcanzan niveles potenciales
en el plasma sanguineo, particularmente cuando se incrementa el recambio de
proteinas durante el crecimiento (Bearhop ef al. 2000). Lo que puede traducirse en
un mayor fraccionamiento isotopico (Bearhop ef al. 2000; Bearhop et al. 2002).

Excrecion del nitrégeno: los mamiferos no tienen un sistema de
autorregulacion que permita la utilizacion de los aminoacidos ambientales, por |o
tanto tienen que eliminar el exceso de aminoacidos por medio una ruta catabdlica
(Sallach y Fallen, 1969). La mayoria de los animales terrestres excretan el
nitrégeno aminico en forma de urea, por lo que se denominan urotélicos. El
amoniaco en las mitocondrias de los hepatocitos se convierten en urea mediante
el ciclo de la urea; la produccion de la urea tiene lugar casi exclusivamente en el
higado y representa el destino de la mayor parte del amoniaco alli canalizado
(Lehninger et al. 1995).
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Los animales excretan nitrogeno principalmente en tres productos finales:
amonio, urea y acido urico. Mucho del nitrégeno que compone estos compuestos
representa el nitrbgeno aminico removido durante el catabolismo. lLos
aminoacidos provenientes de la dieta en cantidades que exceden las cantidades
necesarias para el crecimiento y mantenimiento de la tasa de recambio de las
proteinas son preferentemente degradadas sobre los carbohidratos y los lipidos
(Campell, 1991).

Una de las consecuencias del catabolismo de los aminoacidos es la produccion
de amoniaco, que es muy toxico (Lehninger ef al. 1995). Parte del mismo, debe
emplearse en procesos de aminacion, para la sintesis de aminoacidos en el
organismo. En este caso, el amoniaco reacciona con el a-cetoglutarato para dar
glutamato que seguidamente se utiliza en la sintesis (Lehninger et a/. 1995). La
mayor parte del amoniaco se excreta, en forma de urea en los mamiferos y de
acido udrico en las aves (McDonald et a/. 1995). La desaminacion de los
aminoacidos tiene lugar en todos los érganos del cuerpo (Ganong, 2000). En la
mayoria de los tejidos, el amoniaco se convierte en glutamina antes de ser
transportada hasta el higado (Murray ef a/. 1998). En el mdsculo la alanina ocupa
el lugar de la glutamina. Después el amoniaco se regenera para la sintesis de urea
(McDonald et al. 1995).

El ciclo de la urea se lleva en mayor parte en el higado. A partir de la
desaminacion de los aminoacidos, se produce NH,, el cual se convierte a urea y
ésta se excreta en la orina (Ganong, 2000). Los animales urotélicos tienen
grandes cantidades del enzima arginasa en el higado, la cual cataliza la hidrélisis
reversible de la arginina en urea y ornitina. (Lehniniger ef al. 1995). La urea tiene
la ventaja funcional de ser una molécula muy hidrosolubre e inocua, con una
elevada proporcién de nitrégeno en su composicion (Kay, 1998), lo que permite su
eliminacion, con relativamente escasa inversion de energia por el organismo al ser
concentrada en la orina y eliminada al exterior (Alemany, 1986).

Cuando existe un exceso de aminoacidos, estos son rapidamente
catabolizados a amonio. En los mamiferos, el amonio es rapidamente convertido
en urea y distribuido en el pool hidrico (Bondi, 1988). Cerca del 88% del nitrégeno
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excretado se encuentra en la orina, principalmente en forma de urea, pero cerca
del 7% esta presente como amonio y 10% como creatinina y otras moléculas
(Shoeller, 1999). Sin embargo no toda la urea es retenida en el riidn, ya que una
porcion pasa al intestino, donde esta sujeta a modificacion bacterial, produciendo
amonio y proteinas bacteriales, las cuales son eliminadas posteriormente a través
de las excretas (Maynard ef al. 1981). Otra manera de eliminar el nitrégeno podria
ser a través de la produccion de leche, por el sudor, desprendimiento de piel y por
crécimiento de uias y pelo (Lehninger et al. 1995).

Aunque la mayoria del nitrdgeno corporal esta conformado por aminoéacidos
(Ganong, 2000), no podemos asumir que todo el nitrégeno es isotopicamente
idéntico (Shoeller, 1999), ya que se ha demostrado la existencia de variaciones
isotdpicas entre aminodcidos (Hare et al. 1991). El fraccionamiento del nitrégeno
ocurre cuando el isétopo ligero es excretado como NHs, mientras que el nitrogeno
remanente es en su mayor parte "N (Steele y Daniel, 1978, Minagawa y Wada,
1984; Gannes et al. 1998).

Los animales que consumen una dieta limitada o libre de nitrogeno pero
adecuadas en los demas aspectos, siguen perdiendo nitrégeno en las heces y la
orina. El nitrdgeno de las heces procede de las enzimas y restos de células del
tracto digestivo, asi como de restos de microorganismos (Maynard ef al. 1981). El
nitrégeno urinario desciende hasta estabilizarse, lo cual sugiere que los animales
disponen de una reserva proteica que puede utilizase en las épocas de escasez
de nitrogeno (Bondi, 1988). Al volver a administrar nitrogeno en la dieta, la
cantidad de nitrégeno excretado en la orina aumenta como consecuencia de la
pérdida de aminoacidos procedentes de los alimentos que no pueden utilizarse
(Bondi, 1988). La excrecién total de nitrégeno puede variar de acuerdo a la dieta y
al estado fisiolégico del individuo, pudiendo ser mayor cuando el consumo de
proteina es alto o menor cuando una dieta con bajo contenido de proteina es
consumida (Linder, 1991).

El fraccionamiento isotdpico del nitrégeno asociado con el ciclo de excrecion
ha sido usado en estudios de poblaciones de vertebrados para explicar las

fluctuaciones de 5'°N en funcion de las condiciones ambientales (por ejemplo de
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estrés hidrico; Ambrose, 1991). Los animales tolerantes a la sequia generalmente
tienen valores mas bajos de 3'°N que aquelios que estan obligados a tomar agua
(Sealy et al. 1987).

Metabolismo del carbono:

El fraccionamiento tréfico del "°C en los tejidos de los consumidores es en
promedio de 1 %o (Oebermann y Scheu, 2002). Debido a que este isétopo no sufre
cambios sustanciales en su paso por el organismo, se ha usado para indicar la
contribucion relativa de las plantas con diferentes rutas fotosintéticas en la dieta
(Gannes et al. 1897), entre otras aplicaciones (Hobson y Clark, 1892a).

La reconstruccion de dietas utilizando los 5'°C de los tejidos en animales
depende de la transferencia directa de carbono proveniente de la dieta (Hobson y
Clark, 1992 a), del conocimiento de la magnitud y direccién del enriquecimiento
tréfico, asi como de la velocidad con la cual el carbono es asimilado, incorporado y
eliminado de los tejidos animales (Tieszen y Boutton, 1988).

La habilidad de hacer inferencias a partir de los valores tisulares de '°C puede
ser reforzada con el conocimiento de los mecanismos con los cuales los
componentes bioquimicos de la dieta son incorporados en los tejidos animales
(Van der Merwe, 1982). Sin embargo, no son bien conocidos los factores que
intervienen en el metabolismo del carbono. El fraccionamiento del isétopo del
carbono por los consumidores puede estar asociado a varios procesos que
pueden contribuir al enriquecimiento como son la incorporacion preferente de los
compuestos de ">C durante la digestion, el fraccionamiento metabélico durante la
sintesis de diferentes tipos de tejidos, y la pérdida preferencial del '°C en el CO;
durante la respiracién.

Incorporacion preferente de los compuestos de 3C durante la digestion y
los procesos metabdlicos: el aparato gastrointestinal es la via de entrada a
través de la cual ingresan sustancias nutritivas, vitaminas, minerales y liquidos al
cuerpo. Las proteinas, grasas y carbohidratos son desdoblados en unidades

absorbibles, principalmente en el intestino delgado (Ganong, 2000). El resultado
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final de la accion de las enzimas digestivas es la transformacion de los atimentos
en compuestos que puedan ser absorbidos y asimilados (McDonald et al. 1995).
Estos productos son, para los carbohidratos, los monosacaridos (principalmente la
glucosa), para las proteinas, los aminoacidos; para el triacilglicerol, los acidos
grasos, el glicerol y los monoacilgliceroles; y para los acidos nucleicos, las
nucleobases, los nucledsidos y las pentosas (Mayes, 1997).

Debido a que todos los tejidos son un complejo de proteinas, carbohidratos y
grasas, es importante tomar en cuenta que cada uno de esos componentes
pueden sufrir fraccionamiento en diferente grado o en diferente direccion (Hatch et
al. 1995). Las diferencias en los valores isotopicos del carbono entre lipidos y
otros componentes pueden ser explicadas por el proceso de fraccionamiento del
is6topo de carbono durante |a sintesis o asimilacion de estos nutrientes (Focken,
2001).

Por ejemplo Hatch et al. (1995) reportaron que los cambios observados en los
valores de °C en hemoglobina de gallinas, no son debidas al cambio de dieta,
sino que son el resultado del proceso de fraccionamiento durante el metabolismo
de los aminoacidos. Esto concuerda con los resultados de Hare et al. (1991)
quienes aislaron ocho aminoacidos del colageno del hueso de puercos en
crecimiento y encontraron que todos ellos estaban enriquecidos en 3C en
comparacion con los mismos aminoacidos provenientes de [a dieta.

Ademas se debe tomar en consideracion otros procesos fisiolégicos, como son
por ejemplo la muda y la reproduccion, los cuales requieren una mayor demanda
de energia, y no es claro cual es el efecto de estos procesos en las reservas
endogenas del cuerpo. Por ello se han realizado algunos estudios concernientes
con la dinamica de los nutrientes durante estos procesos para establecer la
dindmica de la pérdida de tejidos o la movilizacion de nutrientes durante estos
procesos (Hobson y Clark, 1992a).

Oftro factor importante que debe tomarse en cuenta, son las relaciones
existentes entre las diferentes rutas metabolicas de las proteinas, carbohidratos y
lipidos (Ganong, 2000), y los procesos de eliminacion de estos componentes
(McDonald et al. 1995).
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El fraccionamiento metabdlico durante la sintesis de diferentes tipos de
tejidos: los procesos metabdlicos y fisiologicos de este proceso fueron descritos
en la seccion de metabolismo del nitrogeno. En el trabajo desarrollado por DeNiro
y Epstein (1978) se mostré que en animales pequefios los 8'3C son similares a los
5'°C de la dieta, aunque con un ligero enriquecimiento en *C. Datos aportados
por Tieszen et al. (1983) demuestran que el recambio isotopico es diferente
dependiendo del tejido analizado, siendo mas rapido en higado y grasa (vida
media de 6.4 y 15.6 dias respectivamente), mientras que este periodo fue mayor
en musculo, pelo y cerebro.

La pérdida preferencial del '’C que constituye el CO. durante la
respiracién: El metabolismo de los carbohidratos y grasas, dos de los mayores
componentes nutricionales de los animales, dan como resultado la produccion de
dioxido de carbono y agua como productos de desecho. El diéxido de carbono es
removido via exhalacion por los pulmones mientras que el agua es removida por
los érganos excretores (Kay, 1998). En los animales, el fraccionamiento isotépico
del carbono ocurre primariamente durante fa respiracion con la pérdida
preferencial del '2C que forma el 2CO,, durante la oxidacion del los grupos acetilo
derivados del catabolismo de los lipidos, proteinas y carbohidratos (Hobson ef al.
1993). Sin embargo, estos efectos de fraccionamiento son generalmente menos
pronunciados que los descritos para el nitrogeno (Focken y Becker, 1998) o

inexistentes (Teeri y Schoeller, 1979)
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1.2 Justificacion

Recientemente, el analisis de isdtopos estables se ha incorporado a la bateria
de técnicas usadas para describir patrones alimenticios de los murciélagos
(Ceballos et al. 1996; Cryan et al. 2004; Des Marais et al. 1980, Fleming, 1995;
Fleming et al. 1993; Herrera et al. 1993, 1998, 2001 a, b, 2002, Nassar et a./
2003).

A pesar de la gran diversidad ecoldgica dentro de este grupo de mamiferos
(Neuweiler, 2000), existen dos estudios sobre los valores de fraccionamiento
tréfico en dos especies de murciélagos nectarivoros. Voigt et al. (2003)
determinaron el fraccionamiento isotépico de °C en sangre, los cuales fueron de
2.8%0 y 2.7%e para L. curasoae y G. soricina respectivamente. Por otro lado Voigt y
Matt (2004) obtuvieron experimentalmente los valores de fraccionamiento
isotdpico de >N en sangre de L. curasoae y G. soricina, los cuales fueron de 3.0%o
y 3.2%o, respectivamente. En ambos casos, los murciélagos registraron pérdidas
de peso (aproximadamente 8% de su peso corporal). Los resultados de estos
autores estan influenciados por la pérdida de peso de los animales, lo que puede
afectar la validez de los resultados obtenidos, asi como fimitar su generalizacion.
De acuerdo con estos autores la pérdida de peso en estos murciélagos fue debido
al estrés alimentario ya que la dieta proporcionada no satisfizo las necesidades
nutricionales de la especie (Voigt et al. 2003; Voigt y Matt, 2004).

Actualmente varios autores sugieren que la calidad de la dieta (proporciones C:
N; Allen, 1998; Fantle ef al. 1999; Webb et al. 1998), puede afectar la direccidén y
magnitud del fraccionamiento isotopico del nitrégeno. Estos autores sugieren que
debido a que las proporciones C : N disminuyen a lo largo de los niveles tréficos
(por ejemplo los carnivoros ingieren mas proteinas que los herbivoros y
omnivoros) se espera una mayor fraccionamiento isotdpico en los niveles troficos
superiores (Ponsard ef al. 1993). Sin embargo, algunos autores han obtenido
resultados completamente diferentes a los anteriores. Asi, bajo condiciones
experimentales controladas, se ha reportado un mayor fraccionamiento isotdpico
cuando un animal ha sido alimentado con una dieta vegetal (alta proporcién C : N)

en contraposicion con el fraccionamiento isotopico obtenido cuando ha sido
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alimentado con una dieta animal (0 una mezcla de ambos, lo que equivale a
proporciones C : N menores que las encontradas en dietas netamente vegetales;
Hobson y Clark, 1993; Focken y Becker 1998).

Por otro lado, el efecto de las proporciones C : N en el fraccionamiento
isotopico de "*C ha sido evaluado en muy pocos trabajos (Fantle et al. 1999;
Oelberman y Scheu 2002 y Pearson ef al. 2003), dichos trabajos coinciden en que
el fraccionamiento isotopico del '*C es mayor a mayores concentraciones de
carbono.de la dieta.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal evaluar el efecto de la
variacion en la proporcién C : N de la dieta en el fraccionamiento isotépico de vy
“N en la sangre de un murciélago omnivoro (Glossophaga soricina, Chiroptera:
Phyllostomidae) en condiciones de laboratorio. Adn cuando existe evidencia de
que las proporciones C : N, influyan directamente en el fraccionamiento isotdpico
del **C, en este trabajo se evaluara la magnitud y direccién del fraccionamiento
isotopico del *°C, y se evaluara la relacion existente entre la concentracion de C en
la dieta y el fraccionamiento isotépico del 'C. Para cubrir los objetivos se alimentéd
un grupo de murciélagos con dos dietas experimentales, la primera de ellas con
una proporcion carbono — nitrégeno (C : N) de 26.4 y la segunda con una

proporcion C : N de 17.6.
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HIPOTESIS:

El fraccionamiento isotopico del nitrégeno esta inversamente relacionado con
la proporcion C : N de la dieta, por tanto el fraccionamiento isotdpico del "*N seré
mayor a menores proporciones C: N. E| fraccionamiento isotdpico del carbono esta
directamente relacionado con la concentracion de este elemento en la dieta por lo

que a mayor concentracién de carbono sera mayor el fraccionamiento de °C.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la concentracion relativa de C : N en la dieta, sobre el
fraccionamiento isotépico de 8'°N en la sangre de un murciélago omnivoro
(Glossophaga soricina, Chiroptera: Phyllostomidae), bajo condiciones de
cautiverio.

Evaluar el efecto de la concentracion de carbono en el fraccionamiento
isotopico de 8C en sangre de Glossophaga soricina bajo condiciones de

cautiverio.

Objetivos particulares:

e Evaluar el efecto de las variaciones del peso de los individuos en el

fraccionamiento isotépico de °C y '°N a través del tiempo.

¢ Determinar el balance de nitrégeno de los individuos alimentados con la dieta 1

y 2 respectivamente
o Determinar la direccion y magnitud del fraccionamiento isotépico 3 °C y §'°N

» Evaluar el efecto de las proporciones C : N en el fraccionamiento isotopico de

N en sangre de G. soricina.

o . Evaluar el efecto de la concentracion de C en el fraccionamiento isotopico de
3C en sangre de G. soricina.
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CAPITULO 11
METODO

2.1 Sujeto de estudio:

El presente estudio se realizo con individuos de la especie Glossophaga
soricina handleyi.
Caracteristicas generales: La especie es de talla pequefia: la longitud del
antebrazo es menor de 38 mm (Medeliin et al. 1997) con un peso de entre 8 -12 g
{Miranda, 2002) con hocico alargado y provisto de una hoja nasal. Las orejas son
cortas y redondeadas; el labio inferior esta escotado en su porcién media. La
lengua es protractil y esta provista de papilas filiformes. La membrana interfemoral
es amplia y en ella esta incluida la cola, con excepcién de su porcidon media distal
que es libre. La coloracién varia de gris-acanelado a café canela con el vientre es
mas claro (Villa, 1966). La lengua tiene una gran cantidad de papilas
especializadas para colectar néctar. El aparato digestivo es modificado para
procesar nectar en corto tiempo (Arita y Martinez, 1990). Sin embargo, Pacheco-
R. y Salazar (1990) sefialan que el estdmago es muy especializado, y sefialan que
de acuerdo a la anatomia gastrica se muestra hasta cieto punto una
reminiscencia de sus habitos alimentarios insectivoros y de frutas blandas.
Diagnosis: El craneo presenta el rostro largo y la caja craneana semiglobosa y el
arco cigomatico simple. Las diferencias entre esta especie y G. comissarisi son a
nivel de craneo son que G. soricina presenta incisivos procumbentes y el
premaxilar alargado, mientras que G. commissarisi no tiene incisivos
procumbentes ni el premaxilar alargado (Medellin y Arita, 1997, Ceballos y
Miranda, 1986).
Distribucion en México: Esta especie se distribuye por la vertiente del Pacifico
desde Sonora y en el Golfo de Méexico desde Tamaulipas hasta Paraguay y hasta
el norte de Argentina. Esta especie también se ha encontrado en algunas islas

adyacentes a la region norte de Sudamérica (Alvarez et al.1991).
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Patron reproductivo: Varios autores sugieren que G. soricina tiene el patron
reproductivo de los murciélagos frugivoros, con picos bimodales de prefiez y
lactancia, es decir, es Poliestrico Bimodal (Fleming, et al. 1972; Rasweiler, 1973;
Heithaus, et al. 1975; Wilson, 1979; Sanchez, et al. 1985; Willing, 1985; Ceballos y
Miranda, 1986). Wilson (1979) sugiere que G. soricina tiene variaciones en sus
picos de natalidad de acuerdo a la variacién geogréafica, ademas de que algunos
autores creen que los periodos de prefiez, lactancia y destete de los murciélagos
nectarivoros estan sincronizados con los ciclos de abundancia de recursos (picos
de floracién y fructificacién; Fleming, 1972; Willing, 1985, 1993), pero hay que
contar con los datos precisos de la fenologia (Arita y Martinez, 1890).
Habitos alimentarios: Los habitos alimentarios de G. soricina han sido
estudiados por muchos autores, 1los cuales han reportado que esta especie
consume una gran variedad de frutas, polen néctar e insectos. Se cree que estos
organismos son poco especificos en lo que a fuentes de alimentacion se refiere
(Boncorso y Gush, 1987; Arita y Martinez, 1990; Howell y Burch, 1974). Gardner
(1977) reporta que esta especie esta considerada como netamente omnivora o
facultativa y concuerdan con esto los resultados obtenidos por Fleming et al.
(1972), Pacheco y Salazar (1990) y Ayala y D'Alessandro {(1973). Lemke (1984)
considera a esta especie como polinivora. Quiroz et al. (1986) consideran a esta
especie como polinofaga facuitativa y que satisface sus necesidades nutricionales
con otros recursos alimentarios tales como invertebrados (insectos y aracnidos) y
néctar. Ademas, indican que sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas ponen
de manifiesto su capacidad para suplir su dieta con el consumo de partes florales,
frutos e insectos.

La mayoria de los trabajos existentes sobre habitos alimentarios de G. soricina
se hicieron con base a un analisis de contenido estomacal, examen de heces 0
por observacidon directa del autor. Entre los alimentos consumidos por esta

especie se encuentran:

a) Frutos: Se reporta el consumo de Muntingia calabura (Ramirez-Pulido y
Armella, 1987), Piper amalgo, Ficus ovalis, Cecropfa peltata (Bonaccorso y Gush,
1987), P. hispidum, P. auritum, C. obtusifolia (Gaona, 1997), y miembros de la
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familia Melastomaceae (Howell y Burch, 1974). Heithaus et al. (1975) encontraron
remanentes de frutos de siete especies, predominantemente Muntingia calabura.
Willing (1993) reporta que en Brasil esta especie tiene preferencia por Solanum y
Visma.

b) Polen y néctar: Se reporta el consumo de polen de Psudobombax ellipticum
(Arita y Martinez, 1990; Eguiarte, et al. 1987); Agave sp. (Lemke, 1984), Inga sp,
Musa paradisiaca, Macuna sp., Pitcaina sp., Crescentia sp., asi como polen de las
familias Hymenaceae y Bombacaceae (Howell y Burch, 1974). En Guerrero se
encontrd polen de Bauhinia ungulata, Ipomoea sp., Combretum farinosum, y de la
familia Cactaceae (Quiroz et. al., 1986). Heithaus et al. (1974) encontraron polen
de cerca de veinte especies predominando el polen de Crescentia sp. Wilson
(1979) menciona cerca de 41 especies y 11 familias de polen encontrados en
contenidos estomacales de G. soricina. Un estudio reciente realizado en la regién
de Chamela reporta que se encontré polen de 15 especies de plantas (Stoner,

2003).

¢) Insectos: Se han encontrado restos de Lepidopteros (Howell y Burch, 1974),
aracnidos (Quiroz, et al. 1986) e himenopteros (Willing, 1993).

Habitos generales de comportamiento: G. soricina es de habitos gregarios y
forma colonias numerosas, en las cuales al parecer no hay segregacion sexual
(Coates-Estrada y Estrada, 1986). Esta especie vive en cuevas y se ha
encontrado asociada con Sturnira sp. (Corona, 1993), Arfibeus jamaicensis y
Macrotus waterhousii (Goodwin, 1970). Sus refugios diurnos generalmente se
encuentran cerca de arboles con frutos y en la vegetacion riparia (Ceballos y
Miranda, 1986). Esta especie es de habitos de forrajeo solitario, no siempre usa la
misma ruta al volar, de ahi que sea dificil volver a capturarlo (Heithaus et al. 1975).
G. soricina realiza sus actividades de forrajeo a pocos metros de altura
(Bonacorso y Gush, 1987). En contraposicion con esto, Ramirez-Pulido y Armeila

(1987) reportan que en Guerrero esta especie tiene un alto indice de recaptura.
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2.2 Trabajo experimental

Zona de colecta: la colecta de los individuos de G. soricina se llevd a cabo
durante la segunda semana de marzo de 2001 en una cueva ubicada en un
potrero a 16 Km. de Teloloapan en el estado de Guerrero (18° 22’ latitud norte y
99° 52 ' longitud oeste) a una latitud de 1640 msnm (Figura 2). La temperatura
media anual en la zona es de 21.9 ° C v la precipitacién media anual es de 911.1
mm (INEGI 2001).

La vegetacidn de la zona esta compuesta por selva baja caducifolia (/pomoea
walcottiana, Cordia elaeagnoides, Bursera simaruba, Acacia comigera, Lysiloma
acapulquiensis), pastizal (Hyparrhenia rufa, Panicum maximum, Bouteloa filiformis,
Anstida adscensionis, Digitaria decumbers), bosque de pino-encino y areas
destinadas para la agricultura (Zea mays, Phaseolus vulgans, Mangifera indica) y
la cria de ganado {bovino y caprino, INEGI 2001).

Captura de ejemplares: la captura se llevd a cabo con redes de niebla
colocadas a la entrada y a la salida de la cueva conocida como “Los Siete
Cuartos”, ademas de que se utilizaron redes de golpeo para la colecta de
ejemplares en las paredes y techo de la cueva. Se colectaron 12 individuos

machos juveniles.

Adaptacion de los murciélagos al cautiverio: los ejemplares se colocaron en
una jaula y se transportaron de inmediato a las instalaciones de la Universidad
Simén Bolivar (Ciudad de México), donde se adaptaron al cautiverio. Durante los
cuatro primeros dias, los murciélagos fueron alimentados con trozos de platano y
manzana. Después de este periodo, se les alimenté con una dieta proporcionada
por personal de la Universidad Simén Bolivar junto con trozos de fruta. La dieta
fue ofrecida inicialmente en bajas concentraciones hasta llegar a una
concentracion media. Los murciélagos permanecieron en las instalaciones de la
Universidad Simén Bolivar durante 24 dias. Durante este periodo murieron cuatro
individuos. Posteriormente los murciélagos fueron trasladados a un bioterio del
Instituto de Biologia de la UNAM. Antes de comenzar el trabajo experimental, los

murciélagos fueron sometidos a un periodo de adaptacion (45 dias). Durante este
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periodo se aumentd la concentracién de la dieta, hasta llegar a la que se utilizaria

durante el trabajo experimental.

MICHOALAH
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Figura 2. Ubicacién de ia zona de colecta.

El trabajo experimental se llevoé a cabo con ocho individuos, los cuales fueron
alojados en una jaula de 0.64 m?. La jaula fue construida con madera y recubierta
de malla plastica para evitar que los murciélagos se lastimaran. El bioterio se
mantuvo a temperatura y humedad constante durante todo el tiempo que durd el
trabajo experimental (entre 25 - 27° C y a 30% de humedad relativa). Desde que
los animales se mantuvieron en cautiverio se pesaron semanalmente en horario

constante con una balanza analitica marca Ohaus con precision de 0.001 g.
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2.3 Factor de fraccionamiento isotépico:

Para determinar el factor de fraccionamiento isotépico de carbono y nitrégeno
este trabajo se dividié en dos fases experimentales, cada una representada por
una dieta diferente. En ambas fases se utilizaron los mismos individuos (n = 8).

La sangre fue elegida para el andlisis isotépico debido a que recientemente ha
sido utilizada en estudios ecoldgicos de murciélagos (Fleming et al. 1993; Herrera
et al. 1993; Fleming, 1995; Ceballos et al. 1997; Herrera et al.1998; Herrera et al.
2001 a, b; Herrera et al. 2002) por ser una alternativa de muestreo que permite la
colecta de muestras de un mismo individuo a lo largo de un periodo de tiempo
relativamente largo (Hobson y Clark, 1993), sin afectar el estado de salud de los
individuos (Swan et al. 1991).

Sin embargo, no siempre fue posible extraer sangre de todos los individuos,
motivo por el cual en algunos periodos el tamario de muestra fue variable (entre 5
y 8 muestras por periodo). La habilidad para extraer diferentes clases de
informacion de un udnico individuo es particularmente Util para estudios sobre
animales que cambian de fuentes alimenticias de acuerdo a la disponibilidad de
recursos o a los cambios estacionales (Roth y Hobson, 2000).

Dietas experimentales: el presente trabajo se dividid en varios periodos. El
primer periodo experimental transcurrié durante 90 dias (marzo — agosto), durante
este periodo se alimento a los murciélagos con la dieta 1. La dieta 1 consisti6 en
una mezcla leche de vaca, varios cereales en polvo (trigo, avena, arroz y maiz),

platano y agua. Dicha dieta tuvo una proporcion C : N de 26.

Una vez terminado este periodo y con el proposito de que los animales se
acostumbraran a una nueva dieta (dieta 2) se alimentd a los murciélagos con una
mezcla de ambas dietas, comenzando con 90% de la dieta 1 y 10% de la dieta 2,
hasta llegar al 100% de la dieta 2.

El dltimo periodo experimental duré 90 dias (septiembre — diciembre), la dieta
experimental (dieta 2), fue una mezcla de varios cereales en polvo: soya, trigo,

avena, arroz y maiz, platano y agua. Dicha dieta tuvo una proporcién C : N de 17.
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La composicion, el contenido de nitrégeno, de ambas dietas se resumen en la
Tabla 2.

Ambas dietas fueron planeadas para que difirieran en las proporciones C : N
(Tabla 2). Para determinar el contenido de nitrégeno y carbono total de cada una
de las dietas, se analizaron 8 muestras de cada una en un analizador elemental
CE Instruments Flash EA 1112,

Para evitar enfrentamientos agresivos entre los individuos, la dieta se dividié en
cinco recipientes. La dieta fue administrada junto con agua en cantidades que
excedieron el consumo de los murciélagos, para evitar el estrés nutricional y el
estrés hidrico, ya que ambos factores pueden alterar el fraccionamiento de los
isotopos estables de carbono y nitrégeno (Hobson et al. 1992 b). Desde el inicio
del trabajo experimental diariamente se tomaron muestras del alimento para su
andlisis isotépico. El volumen colectado por muestra fue de 1 ml. Las muestras de
alimento analizadas correspondieron a la fecha en que se colectaron las muestras

de sangre.

Obtencion de muestras de sangre: se colectaron aproximadamente 80
microlitros de sangre de la vena del antebrazo de cada individuo con ayuda de una
aguja de 0.65 X 25 mm y un tubo capilar con heparina. La sangre se coloco en
viales con etanol al 70% y se mantuvo en refrigeraciéon hasta su secado, para
posteriormente llevar a cabo el analisis isotdpico. La colecta de sangre se lievo a

cabo cada dos semanas en horario constante.

Preparacion de muestras para el analisis isotopico. las muestras de
sangre, y de alimento se secaron en una estufa a 35°C durante 36 y 60 horas
respectivamente; una vez secas, las muestras se almacenaron en refrigeracién

para su posterior analisis isotopico en el Servicio Canadiense de Vida Silvestre.

(O8]
8%
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Tabla 2. Composicion de las dietas experimentales

Composicién Proteina Carbohidratos Energia 5C 55N

(2) (%) (%) (KJ) ( %o ) (%o )
Dieta 1 -20.60+024 3.8+0.81
(44.80 +0.01mg N)
(C:N=2640%279) - -
Leche 11.53 56.20 9.77 241.13 -20.28 54
Cereales 15.36 2552 27.06 248.06 -2423 2.51
Azucar 7.68 —_ 16.86 115.97
Platano 90 18.28 46.31 316.43 -25.92 0.64
Agua 47543
Total 600 100 100 922.59
Dieta 2 -22.74 £047 1.12+0.39
(37.55 + 0.02 mg N)
(C:N=17.60+4.56)
Soya 3.75 56.20 — 54.49 -25.37 0.78
Cereales 15.36 2552 30.00 248.06 -24.23 2.51
Azicar 7.68 — 18.70 115.97
Agua 90
Platano 48321 18.28 51.30 316.43 -25.92 0.64
Total 600 100 100 734.95
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2.4 Balance de nitrégeno: para determinar si las dietas ofrecidas satisficieron
las necesidades de nitrdgeno de los murciélagos, se calculd el balance de
nitrbgeno, mediante la determinacion de la cantidad del nitrébgeno consumido y
excretado de cada ejemplar. Para ello, los murciélagos fueron colocados
individualmente en botes de plastico con capacidad de 3 L. Los botes se colocaron
de forma invertida, y estaban cubiertos de malla para que los murciélagos
pudieran colgarse. En la parte inferior del bote se colocé un embudo de plastico a
través del cual se colectd la orina y las heces. El embudo desembocaba en un
vaso de precipitado que contenia 1 ml. de aceite mineral para impedir la
evaporacion de la orina.

El alimento fue proporcionado en un volumen constante (60 ml.) a través de
recipientes de plastico cerrados con una pequefia abertura que permitia su acceso
a los murciélagos e impedia la pérdida de alimento por evaporacién o
escurrimiento. Este procedimiento se hizo para cada dieta al final de cada periodo
experimental.

Los individuos permanecieron en [os botes soélo durante la noche; a la mafana
siguiente, se midid el volumen de orina de cada individuo y se pesaron las
excretas, después de lo cual fueron refrigeradas hasta su posterior analisis.
Debido a que los murciélagos de esta especie son susceptibles al estrés (lo cual
puede alterar las condiciones fisioldgicas), fue necesario que la colecta de
muestras se realizara durante dos noches consecutivas y las muestras analizadas
corresponden a la segunda noche.

La cantidad de nitrégeno consumido por cada organismo se calculo de la
siguiente manera: el volumen de alimento consumido por noche se obtuvo por
diferencia entre el volumen inicial de alimento y el volumen de alimento que quedo
en el recipiente (no consumido). Dicho volumen fue transformado a mg (la
densidad de ambas dietas fue de 1 g/cm®) y multiplicada por los mg de N de la
dieta. Posteriormente, se analizaron muestras de excretas en un analizador
elemental CE instruments Flash EA 1112 series, con el fin de obtener los mg de

nitrogeno excretados. Para el calculo del nitrdgeno excretado por via fecal se
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multiplico el peso total de las excretas (en mg) por el contenido en mg de N en la
excreta.

Debido a que la cantidad de nitrdbgeno excretado en la orina no pudo ser
detectado por el analizador elemental, las muestras fueron analizadas en un
espectrofotdmetro automatizado Roche Cobasmira-S del Departamento de
Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNAM. Debido a que dicho
equipo no determina el nitrogeno total, fue necesario realizar una serie de
transformaciones a partir de los datos obtenidos de BUN (blood urinary nitrogen),
acido Urico, creatinina y amonio, para obtener la cantidad de nitrégeno excretado
en cada uno de estos componentes (en mg). Se asume que la suma de estos

valores es igual a la cantidad total de nitrégeno excretado en la orina.

El balance de nitrogeno se calculd a partir de la siguiente férmula:
Balance de nitrégeno =N consumido = N excretado

Donde el nitrégeno excretado es igual a ia suma del nitrogeno presente en la orina
mas el nitrogeno presente en las excretas. Si las dietas proporcionadas a |0s
murciélagos satisficieron las necesidades de nitrégeno el balance de nitrégeno
tendra que ser neutro o positivo (Lehninger ef al. 1995).

Para determinar si las dietas proporcionadas durante el presente trabajo
satisficieron los requerimientos minimos de nitrogeno de la especie (RMN), se
calculo la cantidad de nitrégeno (N en miligramos: mg) consumido por cada
individuo, el valor obtenido fue dividido entre el peso del animal en kilogramos, y

0.75

elevado a la potencia {este valor se conoce como peso metabdlico vivo;

Delorme y Thomas, 1996).

RMN = consumo de N (mg) / peso metabdlico vivo (kg °"°) / dia
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2.5 Analisis isotopico: las muestras (sangre o alimento) fueron
pulverizadas en un pequefio mortero y 1 mg de cada muestra fue colocado en una
capsula y sometida a combustion en un Robo-Prep a 1800°C. Como resultado de
la combustion hubo separacién de gases los cuales fueron analizados en un
espectrometro de flujo continuo (CFIRMS) para la cuantificacion de las
proporciones de is6topos estables de nitrdgeno y carbono en la misma muestra. El
CFIRMS involucra la medicién automatica y de manera secuencial de muestras de
is6topos de carbono y nitrégeno no conocidas y las compara con un material de
referencia. Se utilizd un estandar de laboratorio (albumina de huevo) por cada
cinco muestras de proporcion no conocidas en secuencia. Las proporciones de
isotopos estables se reportan como & denotadas en partes por mil (%o) en relacion
con un estandar internacional. El estandar intemacional para el carbono fue PDB

(Pee Dee Belemnite) y se uso aire atmosférico para el nitrogeno.

Ei analisis isotdpico involucra el determinar la proporcion de los dos isotopos

en la muestra y es expresado por la siguiente formula:

53C = [(**C /'"°C) muestra - (°C 1'*C) ppa)/ (13C /'*C) pog - 1} X 1000
Y

N =[N/ N) muestra - ("N /" N) atml/ (N /™ N) atm) - 1} X 1000

Basados en la repeticién de estandares, los errores en la medicidn fueron de *
03 % y * 0.1 % para los isétopos de nitrogeno y carbono, respectivamente
(Herrera et al. 2001b).

El factor de fraccionamiento isotépico se considerd como la diferencia entre la
composicién isotopica de °N y '*C en la sangre del animal y la del alimento
(DeNiro y Epstein, 1978, 1981; Hobson y Clark, 1992; Roth y Hobson, 2000). El

factor de fraccionamiento isotopico se calculd aplicando la siguiente formula:

A=8"T - 3MD
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Donde A es el fraccionamiento isotdpico, 5%T es el valor isotopico de "°C o de "N
de la sangre y 8VD es el valor isotépico de "C o de "°N de la dieta (Hobson y
Clark, 1992b).

2.6 Andlisis estadistico: Debido a que uno de los factores que afectan el
fraccionamiento isotopico es la pérdida de peso (Allen, 2000) fue necesario
evaluar la estabilidad de peso de los murciélagos a través del tiempo
experimental. Para determinar si existié variacion en los pesos de los murciélagos
a lo largo de cada periodo experimental (comprendiendo a su vez 7 quincenas,
para ambas dietas), se utilizé una prueba de Kruskall-Wallis. También se evaluo la
variacion de los pesos de los individuos en cada quincena en comparacion con la

siguiente quincena con una prueba t-pareada.

Dos de los enunciados en los cuales se basa el presente trabajo son:
primero que las dietas tienen proporcion C : N diferente (Tabla 2) y que son
isotdpicamente diferentes en sus §'°C y 5"°N. Para probar la existencia de
diferencias significativas en los valores isotdpicos, se utilizé una prueba de U de
Mann — Whitney para los valores de §'°N, mientras que para los 3'"°C se utilizo una
prueba de t de Student. Para probar si las dietas diferian en sus proporciones C :
N se utilizb una prueba de t de Student.

Uno de los principios de la técnica de isotopos estables, es que el animal
refleja en sus tejidos la composicion isotopica de su dieta (Gannes et al. 1998),
una vez que el recambio isotopico ha concluido (Webb et al. 1998), Hildebrand et
al. 1996, reportan que para el oso (Ursus sp.) el recambio se lleva a cabo en
aproximadamente 28 dias (Hildebrand ef al. 1996).

Para evaluar si el tiempo de recambio ha terminado, se realizd un ANOVA de
medidas repetidas, durante las quincenas 6 y 7 (para ambas dietas) para
determinar si habia cambios significativos en los valores de fraccionamiento
isotopico de '°C y N durante estos periodos. Se utilizé un ANOVA de medidas
repetidas debido a que los datos obtenidos para el fraccionamiento isotopico de

3C y N fueron obtenidos a partir de los mismos individuos (factor repetido).
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La variacion de los pesos en este periodo (semana 6 y 7 para cada dieta),
es importante, por lo tanto se llevo a cabo un ANOVA para determinar si existieron
diferencias significativas durante este periodo.

Se compararon los valores de fraccionamiento isotépico de '°C y "°N entre
la dieta 1 y 2, para lo cual se utilizo un ANOVA, con el objetivo de evaluar si la
dieta tiene un efecto sobre el fraccionamiento isotépico de *C y "N,

Los andlisis estadisticos se realizaron en el programa SigmaStat para
Windows Version 1. En todos los analisis estadisticos se considerd que existieron
diferencias significativas cuando p < 0.05. Todos los resultados obtenidos en el

presente trabajo se reportan como valores promedio + desviacion estandar.
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CAPITULO IH
RESULTADOS:

Los murciélagos se mantuvieron en cautiverio durante quince meses, con una
buena condicion fisica. El proceso de adaptacion al cautiverio presenté varias
dificultades, debido a que los murciélagos de esta especie son nerviosos,
sensibles a los cambios de temperatura y humedad, ademas de que son fragiles y
tienden a lastimarse facilmente. Desde su colecta los murciélagos cambiaron de
pelaje (de gris a café oscuro), y se mostraron activos, por lo que se puede
considerar que se mantuvieron sanos. Ademas pasaron por dos periodos

reproductivos (caracterizados por el aumento del tamaro de los testiculos).

3.1 Variaciones del peso de los murciélagos durante los periodos
experimentales: El peso promedio de los murciélagos para la dieta 1 fue de 10.56
+0.94 gy de 10.45 + 0.84 g para la dieta 2. No existieron diferencias significativas
en los pesos de los individuos a lo largo de ambos periodos experimentales,
(Kruskall-Wallis K=366,6g, 1, p=0722yK=266,6, g/ yp=0.885, para la

dieta 1 y 2 respectivamente).

Durante algunas quincenas a través de los periodos experimentales (dieta 1 0
2) existieron pequefias variaciones en el peso de los murciélagos (caracterizadas
por el aumento o la pérdida de peso) y en algunos casos las diferencias en los

pesos fueron significativas.

Para la dieta 1 existieron dos periodos que tuvieron diferencias significativas en
las variaciones de los pesos uno caracterizado por un aumento de peso (quincena
1 vs. 2, los murciélagos aumentaron en promedio 0.598 g, prueba t-pareada = -
3.38, 7 g/, p=0.0188), mientras que en el otro existid perdida de peso (quincena
3 vs. 4, los murciélagos perdieron en promedio 0.325 g, t-pareada =4.33, 7 g. /, p
=0.0034; Apéndice 1).

Mientras que para la dieta 2, existieron tres periodos que presentaron

diferencias significativas en las variaciones de sus pesos, siendo dos donde se
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registré pérdida de peso (quincena 2 vs. 3, con una pérdida del 0.424 g, prueba t-
pareada 6.30, 7 ge, p = 0.004; y para la quincena 6 vs. los murciélagos perdieron
en promedio 0.013 g. t-pareada 2.74, 7 ¢. /., p = 0.289) y uno donde hubo
aumento de peso (quincena 3 vs. 4, donde los murciélagos aumentaron su peso
en 0.312 g, prueba t-pareada 2.74, 7 ge, p = 0.0289).

Sin embargo, en ninguna quincena los murciélagos perdieron mas del 4.03%
de su peso (Fig. 3).

l . \l/ Dieta 1 \l/ PA \l/ Dieta 2 i

Peso (gramos)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tiempo (quincenas) )

Figura 3. Peso promedio (n = 8) de los murciélagos durante las fases experimentales.

Cada linea representa un individuo. Las flechas indican el principio y final de cada fase
experimental (Dieta 1 y Dieta 2, respectivamente). PA representa el periodo de

adaptacion de los murciélagos de una dieta a otra.

3.2 Dietas: Los porcentajes de Nitrageno (N) de las dietas experimentales
fueron de: 0.129 + 0.014 y 0.141 £ 0.021, mientras que el contenido de proteinas
fue de 0.809 + 0.091% y 0.882 + 0.135% (para las dietas 1 y 2 respectivamente)
Las dietas experimentales presentaron diferencias estadisticas en sus

proporciones C : N (prueba t de Student t = 373 9 g. /. p = 0.0047), siendo
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menor la proporcion C : N en la dieta 2 (17.6 + 4.56) que en la dieta 1 (264 +
2.79; Tabla 2).

3.3 Balance de nitrégeno: El consumo promedio de alimento para cada
individuo fue de 38.87 + 8.19 ml por diay 41.62 + 5.75 ml por dia para las dietas 1
y 2 respectivamente. En las dos dietas el balance de nitrdgeno fue positivo (Tabla
3). La cantidad de nitrégeno consumida por los murciélagos equivale a 1481.88 +
320.66 mg N / kg®7™/ dia (miligramos de nitrégeno / peso metabolico vivo (kg®7®) /
dia), para la dieta 1, mientras que para el segundo experimento fue de 1792.74 +
273.91 mg N / kg®"®/ dia (miligramos de nitrégeno / peso metabdlico vivo (kg )
/ dia; estos valores representan los requerimientos minimos de nitrégeno, Delorme

y Thomas, 1996)

Tabla 3. Balance de nitrégeno de los murciélagos alimentados con la dieta 1 y 2 (los
valores se reportan como promedio + desviacién estandar). Todos los datos de N estan

dados en mg.

Dieta [n Alimento N Excretado Balance de Nitrégeno

consumido (ml) N Consumido (Orina + excretas) N consumido =N excretado

1 8 38871819 5035+1155 2893+ 975 2142+ 7.21

2 8 41621575 58.77+8.13 3290 +9.75 25.87 £ 14.32
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3.4 Fraccionamiento isotépico de C Y "N: Como se menciono en el
método, durante este trabajo se colectaron muestras de sangre de G. soricina, a lo
largo de cada periodo experimental (es decir, durante 90 dias, para cada dieta); en
las figuras 4 y 5 se pueden observar los cambios en el fraccionamiento de cada
isdtopo a lo largo del tiempo. En las gréficas se puede observar que los valores de
fraccionamiento de ™C y "N sufren cambios notables entre el inicio del
experimento y el final del mismo (para ambas dietas). Sin embargo, es notable que
hacia en las Ultimas quincenas, los valores de fraccionamiento isotdpico tienden a

estabilizarse.

En este trabajo sdlo se analizara los datos de fraccionamiento isotopico de
3C Y "°N que corresponden a las quincenas 6 y 7 de cada periodo experimental,

ya que se asume que durante este tiempo el recambio isotdpico ha terminado.

Las dietas experimentales fueron significativamente diferentes en 8'°C (prueba t
de Student t =107, 12 g. I, p = < 0.0001), y "N (U = 21.0, p = < 0.002), siendo

mayores los valores de §'°C y "N en la dieta 1 (leche; Tabla 4).

Dieta 1 (leche): los valores del factor de fraccionamiento isotdpico fueron en
promedio de 1.51 + 0.20 %o y 4.34 + 0.23 %o para "°C y "°N respectivamente (n =
10). Durante estos dos ultimos periodos, los valores de fraccionamiento de
carbono (ANOVA de medidas repetidas, F=1.67,1,4g. 1., p=0.22) y nitrégeno no
presentaron diferencias significativas (ANOVA de medidas repetidas, F = 3.32, 14
g l,p=014

Dieta 2 (soya): los valores promedio de fraccionamiento del carbono fueron
de 0.25 + 0.15 %, mientras que para el nitrogeno fueron de 4.84 + 0.36 %o (n =
14). El analisis estadistico, revela que no existen cambios significativos en el
fraccionamiento de "N (ANOVA de medidas repetidas, F = 0.420, 18 g. /., p =
0.53); sin embargo, el andlisis estadistico, muestran que el fraccionamiento
isotopico de °C presenta diferencias significativas (ANOVA de medidas repetidas,
Fi1g=101, 1,8g.1, p=0013),
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Figura 4. Fraccionamiento isotdpico de '°N (4A) y °C (4B) en sangre de
Glossophaga soricina, alimentados con la dieta 1, a lo largo del periodo

experimental (90 dias).
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Figura 5. Fraccionamiento isotépico de "N (5A) y '*C (5B) en sangre de
Glossophaga soricina, alimentados con la dieta 2, a lo largo del periodo

experimental (90 dias).
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3.5 Factor de fraccionamiento isotépico de *C y *N en murciélagos con
la dieta 1 vs. dieta 2: existieron diferencias significativas en el factor de
fraccionamiento isotopico de N de las dietas (ANOVA F =821, 1.9¢g. / p =
0.018), siendo el fraccionamiento isotépico mayor en la dieta 2 (4.84 1+ 0.36 %o) en
comparacion con la dieta 1 (4.34 + 023 %). De igual manera, existieron
diferencias significativas entre el factor de fraccionamiento isotopico de °C de las
dos dietas (ANOVA F = 231.9, 1,9 ¢g. I p = < 0.00). El fraccionamiento del 3C fue
mayor en la dieta 1 (1.51 + 0.20 %) en comparacién con el fraccionamiento de la
dieta 2 (0.25 £ 0.15 %e).

Tabla 4- Valores promedio (+ desviacion estandar) de 8N y &°C vy del
enriquecimiento trofico (AN y A¥C) en sangre de Glossophaga soricina (Gs). Los valores

estan expresados en partes por mil (%o). Cada periodo de tiempo es equivalente a dos
semanas.

n  quincena 8N AN 8'’C APC
Dieta 1 3.8+061 2060 + 0.24
Gs 5 6 802+023 422+019 -1924:019 1.3620.19
Gs 5 7 829+0.16 449+016 -1899+0.18 157+0.18
Dieta 2 103043 2274+ 047
Gs 7 6 585+028 473+028 -2255+014 0.27+0.14
Gs 7 7 5974032 4794032 -2269:018 0.12+0.11
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CAPITULO 1V

DISCUSION:

Pocos trabajos han investigado el fraccionamiento isotopico en mamiferos (ver
Tabla 1), y solo uno io ha evaluado en dos especies de murciélagos (Voigt ef al.
2003). Asi mismo, pocos autores han evaluado el efecto de la dieta (con diferentes
fuentes proteicas) en el fraccionamiento isotépico del '°N y del '°C (Tieszen et al.
1983; Allen, 1998; Webb et al. 1998).).

En el presente trabajo se evalué el efecto de la dieta en el fraccionamiento
isotopico de ®C y ™N, en la sangre de Glossophaga soricina. Para ello se
utilizaron dos dietas, una con contribucién proteica 100 % vegetal, mientras que la
otra con una contribucién del 55% de proteina animal, y del 45% de proteina
vegetal. Los resultados obtenidos permitieron comparar el fraccionamiento
isotopico con dos dietas con proporciones C : N diferentes.

Para la discusion del presente trabajo, y como primer paso, se discutiran los
posibles efectos de aigunos factores (como el tiempo de recambio isotdpico, el
estrés nutricional y la edad) en el fraccionamiento isotopico, Después se discutira,
si las dietas experimentales fueron adecuadas para la especie; es decir, si éstas
cubrieron los requerimientos proteicos de G. soricina. Para finalmente discutir
como influye la proporcion C : N en el fraccionamiento isotépico °C y '°N en la

sangre de G. soncina.

4.1 Fraccionamiento isotopico

El fraccionamiento isotépico que ocurre durante la discriminacion enzimatica en
los diversos procesos bioguimicos del organismo (DeNiro y Epstein, 1978, 1981)
permite el enriquecimiento de los is6topos estables mas pesados entre niveles
tréficos. Este factor de enriquecimiento es en promedio de 3.4 %. para el N
(Fantle et al. 1999) y de 1% para el *C (Oelbermann y Scheu, 2002). En el
presente estudio, el fraccionamiento del '3C fue de 1.51 + 0.20 %o y el del "°N fue

de 4.34 + 0.23 %o, para la dieta 1, mientras que para la dieta 2, el valor promedio
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de fraccionamiento del carbono fue de 0.25 + 0.15 %, mientras que para el
nitrégeno fue de 4.84 + 0.36 %..

Pocos estudios han evaluado el fraccionamiento isotdpico en sangre (Stelle y
Daniels, 1978; Hobson y Clark 1993; Hobson et al. 1996; Roth y Hobson. 2000;
Bearhop et al. 2002). Sin embargo, algunos de ellos han encontrado que ciertos
factores como la composicion sanguinea (Hobson et a/.1996), la concentracion de
lipidos (Bearhop et al. 2000), urea (Hobson y Clark, 1993) y carbohidratos
(Bearshop et al. 2002), entre otros pueden influir en el fraccionamiento isotdpico.

Existen otros factores que pueden afectar el fraccionamiento isotopico como
son el tipo calidad y digestibilidad del alimento consumido (Allen, 1998; Adams y
Sterner, 2000), el balance de nitrégeno (Minagawa y Wada, 1984), las condiciones
ambientales (Ambrose, 1991; Ambrose y DeNiro, 1986), las condiciones del
organismo tales como estrés hidrico (Ambrose y DeNiro, 1986), periodos de
inanicion o estrés alimentario (Hobson y Clark, 1992b; Adams y Stemer, 2000), la
edad (Oelbermann y Scheu, 2002), asi como procesos metabolicos normales
como la excrecién del nitrégeno (Tieszen y Button, 1988) y el tejido a analizar
(Tieszen et al. 1983). Todos estos factores son importantes, y evaluaré el posible
efecto de estos en los resultados reportados en el presente trabajo. El efecto de la
dieta en el fraccionamiento isotopico se analizara en una seccién aparte.

Recambio isotopico: El recambio isotopico se define como el tiempo
requerido para que los valores isotépicos de N o0 3C alcancen una meseta, y
varia de acuerdo a la especie (Webb et al. 1998), pudiendo ser de dias, meses 0
afos dependiendo del tejido en cuestion (Tieszen et al. 1983). Se ha mostrado
que las proteinas y otros componentes tisulares se encuentran en un estado de
equilibrio dindmico, con sintesis de nuevos componentes y degradacion de viejos
componentes (Schimidt - Nielsen, 2001). De manera general, los tejidos
metabdlicamente activos (pancreas, higado, sangre) tienen tasas de recambio
isotopico mas altas que los tejidos menos activos (pelo, plumas, dientes, etc.,
Tieszen et al. 1993; Focken, 2001). Sin embargo, es necesario tomar en cuenta
que la tasa de recambio isotdpico de algunos tejidos puede ser muy lenta, y que la

estimacion del cambio tréfico cuando se ha cambiado la dieta de un animal puede
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estar influenciada por la proporcion isotopica de la dieta inicial, cuando se ha
mantenido al animal durante mucho tiempo en esta dieta (McCutchan et a/. 2003).

En experimentos de cambio de dieta para determinar la velocidad de recambio
se ha mostrado que la dieta es determinante en la composicion isotopica de los
tejidos animales (Fry y Arnold, 1982, Tieszen et al. 1983). De acuerdo a los
resultados reportados por Voigt et al. (2003) la tasa de recambio de "°C en la
sangre de G. soricina es de 120 a 126 dias, mientras que para el nitrégeno es de
274 dias (Voigt y Matt 2004), en ambos casos el tiempo de vida media del
recambio de estos isotopos es muy largo en comparacién con los datos reportados
para otras especies de un mayor tamano y con una tasa metabolica mas lenta.

El recambio isotépico para la sangre ha sido obtenido para algunas especies
de aves como la codorniz (11.4 dias; Hobson y Clark, 1992a), cuervos (29.8 dias;
Hobson y Clark, 1993a), y para algunos mamiferos. Hildebrand ef al. (1996)
encontraron que los isétopos de nitrégeno y carbono en el plasma del Oso negro
(Ursus americanus) tienen una vida media de 4 dias, tardando alrededor de 10
dias para llegar al equilibrio (o sea a la integracion total) de los is6topos al plasma
de los osos. Las células rojas sanguineas tienen una vida media mas larga (de
cerca de 28 dias) y requieren de mas tiempo para incorporar los cambios de la
dieta.

Durante las dos Udltimas quincenas de los experimentos realizados en el
presente trabajo no existieron diferencias significativas entre los valores de
fraccionamiento para N de ambas dietas; caso contrario para los valores de
fraccionamiento del '°C de la dieta (2), donde existieron diferencias significativas
entre estos valores. En este trabajo no fue un objetivo obtener el tiempo de
recambio isotépico, por to que se aprecia la necesidad de obtener estos valores en
condiciones de cautiverio, bajo condiciones controladas. Datos preliminares
obtenidos con G. soricina indican que la vida media de recambio isotopico es de
23.5y 25 dias para el 8'°C y 8'°N, respectivamente (L. Mirén, en preparacién), en
ambos casos, el periodo de tiempo es significativamente menor que los reportados
por Voigt ef al. (2003) y Voigt y Matt (2004), para el °C y "°N respectivamente.

Esta tendencia puede apreciarse en las figuras 4 y 5, en donde se observa, que
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durante los primeros dias, las variaciones en los valores de fraccionamiento
isotopico son rapidas, para volverse lentas después y cerca del dia 90, ambos
is6topos tienden a estabilizarse.

Estrés nutricional: el estrés nutricional se define como una carencia de
nutrientes (Yung y Schrimshaw, 1978). Durante este periodo, la dieta proporciona
solo los niveles minimos de amino4cidos esenciales para permitir el
mantenimiento de los procesos fisioldgicos, por lo tanto la carencia de nitrégeno
limita la sintesis de compuestos nitrogenados como aminoacidos, purinas,
pirimidas etc. (Morris 1991). Algunos autores han encontrado evidencia de que
cuando un animal esta sometido a estrés nutricional o a ayuno, los valores de
fraccionamiento isotopico pueden ser mayores (Gannes et al. 1997), como
consecuencia del reciclaje de nitrégeno (Hobson et al. 1993; Webb et al. 1998,
Adams y Sterner, 2000)

Hobson et al. (1993) sugieren que bajo condiciones de inanicién o estrés
nutricional, una gran proporcion de los compuestos nitrogenados son derivados
del catabolismo de las proteinas (y acidos nucleicos) del mismo organismo.
Debido a que la fuente es enriquecida en los valores de N con relacion a la dieta,
un enriguecimiento adicional en el tejido recién formado puede ocurrir. Debido a
que los aminoacidos difieren en sus valores & '°N, estos cambios pueden permitir
un enriguecimiento en el tejido (Hobson et al. 1993).

Basados en estas observaciones, Gannes ef al. (1997) sugieren que los
cambios en los valores de >N en orina, pelo, y sangre puede ser un buen
indicador de la condicién corporal de los animales silvestres, pero los resultados
obtenidos por Ben—David ef a/. (1999) sugieren que las diferencias observadas en
los valores de &N entre individuos de la misma especie, (siempre y cuando los
datos sean tomados en la misma zona y al mismo tiempo), pueden ser resultado
de la diferencia en la seleccion de la dieta, mas que del estrés nutricional.

Voigt ef al. (2003) y Voigt y Matt (2004) argumentan que el tiempo de recambio
reportado en su trabajo pueden ser explicado bajo dos posibles escenarios: a) Ia
tasa de recambio fue mayor debido a que los animales entraron en torpor o se

encontraban en estado letargico, 6 b) que los murciélagos acumularon un déficit
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nutricional, lo cual contribuyo a la pérdida de peso corporal, en tal caso, la
movilizacién de grasas y / o proteinas corporales pudieron afectar las tasas de
recambio .Este ultimo argumento, es al parecer el mas viable, ya que estos
autores reportan que durante el periodo experimental los murciélagos perdieron
cerca del 8 % de su peso corporal inicial, como consecuencia de un déficit de
energia y nitrégeno (Voigt et al. 2003; Voigt y Matt, 2004)

En comparaciéon con los resultados de Voigt et al. (2003), en el presente
trabajo se observé una variacion de la masa corporal de aproximadamente * 5 %,
lo cual coincide con lo reportado por Arends et al. (1995), quienes afirman que los
murciélagos con los cuales trabajaron tuvieron estas variaciones de peso, con un
aparente buen estado de salud. Una pérdida de peso nﬁayor a este valor puede
dar origen a un cambio drastico en el metabolismo de G. soricina, como lo
demostraron Alvarez et al. (1991), quienes reportan que la pérdida de peso por
nache de individuos de G. soricina en condiciones de cautiverio fue en promedio
de entre 5.5 y 18.3 %, lo que provoco cambios muy marcados en la temperatura
corporal de los individuos.

En el presente trabajo las variaciones de peso de los murciélagos a lo largo
de ambos periodos experimentales fueron minimas (no existieron diferencias
significativas en ninguno de ellos), ademas de que las pequefas fluctuaciones
encontradas durante quincenas adyacentes se equilibraron a lo largo del tiempo.
En comparacidn con los estudios reportados por Voigt et a/. (2003) y Voigt y Matt
(2004), se puede considerar que en este trabajo no existieron variaciones en el
peso de los murciélagos a lo largo del periodo experimental (como un indicador de
estrés alimenticio) y por lo tanto no afectaron el fraccionamiento isotopico de °C y

®N. Por lo que podemos asumir que nuestro objetivo fue alcanzado.

Edad: algunos autores han reportado que la edad puede influir en el
fraccionamiento isotdpico del nitrégeno (Roth y Hobson, 2000), y esto puede ser
explicado porque durante el crecimiento la sintesis proteica aumenta en gran
medida como consecuencia de la sintesis de tejidos nuevos (Ganong, 2000).
Cuando un organismo crece rapidamente y la dieta a partir de la cual se alimenta

satisface sus necesidades, el valor isotdpico de sus tejidos sera ligeramente
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mayor al de su dieta (y en muchas ocasiones mayores a las reportadas para los
adultos, por lo que podria existir un sesgo en la interpretaciéon de los datos;
Owens, 1987). Por ofro lado, cuando se trabaja con mamiferos es importante
determinar la edad de un animal (si es cria 0 no) debido a que si un animal se
alimenta de su madre, los valores isotépicos de sus tejidos tendran un valor por
encima del de sus progenitoras, siendo esta diferencia tan grande como las
existentes entre niveles troficos (Jenkins ef al. 2001).

Recientemente ha sido debatida la idea de que los contenidos de "N en tejidos
animales incrementan con la edad (Owens, 1987). Los resultados reportados por
Fantle ef al. (1999), Adams y Sterner (2000), Oelberman y Scheu (2002), apoyan
esta idea. En contraste Minagawa y Wada (1984), Hobson y Clark (1992b), Webb
et al. (1998); Roth y Hobson (2000) y Ponsard y Averbuch (1999) no encontraron
ninguna correlacién entre los valores de fraccionamiento y la edad.

En el caso del presente trabajo, todos los individuos eran de la misma edad,
con lo que se buscd reducir el posible efecto de la edad en los resultados
obtenidos. Para ello los individuos fueron capturados en una colonia de
maternidad (Willing, 1985). Cuando se capturaron, todos los individuos tenian el
pelo de color gris, y la osificacion de las falanges era incompleta, por lo tanto se
puede asumir que todos los individuos eran de edades similares. Durante el
periodo de adaptacion se observo que todos los individuos sufrieron un cambio en

el color del pelaje (de gris a café oscuro) al mismo tiempo.

4.2 Dietas y balance de nitrégeno

En promedio, los murciélagos consumieron 38.87 + 8.19 ml y 41.62 + 5.75 m|
de la dieta 1 y 2 respectivamente (durante la noche). El volumen consumido para
cada dieta fue de entre 3 y 5 veces el peso del animal, lo que coincide con lo
reportado en la literatura para otras especies de murciélagos (Morison, 1973,
Fleming, 1982; Howell, 1979; Petit y Pors, 1995). Este consumo aparentemente
exagerado de alimento, puede ser explicado como un mecanismo fisiologico de
compensacion entre la cantidad del nutriente consumido en la dieta y los

requerimientos proteicos y energéticos de la especie (Fleming, 1998).
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La cantidad de nitrogeno contenida en las dietas experimentales (Tabla 2) esta
en los rangos determinados en frutos, néctar y polen de los que se alimentan de
manera natural los murciélagos nectarivoros (Howell, 1974; White, 1993; Martinez
del Rio 1994; Neuweiler 2000). Los requerimientos de nitrégeno no han sido
reportados para G. soricina, sin embargo resultados preliminares (L. Tico, com.
personal) indican que los requerimientos minimos de nitrégeno para esta especie
sonde 1153 mg N /kg®”/dia.

En el presente trabajo, los murciélagos consumieron un promedio de 1481.88
32066 mg N/ kg®”°/ dia, y 1792.74 + 273.91 mg N/ kg?7®/ dia en las dietas 1y
2, respectivamente. En ambos casos el consumo de N fue mayor que el requerido
para satisfacer los requerimientos minimos de nitrdgeno de la especie. Por otro
lado Studier et al. (1994) indican que si la concentracion de nitrégeno en las
excretas (N eliminado) es menor que la concentracion del nitrégeno en el alimento
(N consumido), entonces la asimilacién de dicho nutrimento es rapida. Por tanto,
es posible asumir que las dietas experimentales proporcionadas a G. soricina en el
presente trabajo son de rapida asimilacién, por lo que podemos asumir que ambas

dietas satisficieron los requerimientos de nitrégeno de esta especie.

4.3 Efecto de la proporcién C : N de la dieta en el fraccionamiento isotdpico
de C y 15N

Todos los organismos requieren que la dieta de la cual se alimentan les
proporcione proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales y vitaminas, en cantidades
suficientes para la sintesis de compuestos necesarios para el mantenimiento,
crecimiento y reproduccion (Morris, 1991). Un estado nutritivo equilibrado se da
cuando un organismo tiene un aporte de nutrientes conveniente para su
crecimiento y/o mantenimiento, incluyendo todas las actividades metabodlicas
normales de un organismo (Randall ef al. 1997).

La calidad de la dieta puede juzgarse entre otras cosas, por su contenido de
aminoacidos esenciales y el grado en el cual las proteinas son digeridas y
absorbidas por el cuerpo (Fox y Cameron, 1992). Es importante recalcar que

normalmente las dietas contienen una mezcla de proteinas, y por tanto, el valor
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biolégico de las proteinas de la dieta (digerida en su conjunto) puede ser mayor al
de cada componente de la dieta (Fox y Cameron, 1992).

Aparentemente la proporcion de C : N de la dieta, también influye en el
fraccionamiento isotépico del °C (Oelbermann y Scheu, 2002), ya que esta
directamente relacionado con el contenido del N en el alimento (Adams y Sterner,
2000). Fantle et al. (1999) demostraron la relacion existente entre el contenido de
proteinas de la dieta (expresada como proporcion C : N 0 aminodcidos totalmente
hidrolizables) y el grado en que los Cangrejos azules juveniles (Callinectes
sapidus) fraccionan el **N y el **C. Cuando se alimenté a estos organismos con
dietas con proporciones C : N de 23 y 17, existié una disminucién en la tasa de
crecimiento de los individuos, una disminucion de los valores del 8'3C del animal
en comparacién con la dieta, y un fraccionamiento del nitrégeno de entre 2 y 3 %e.
Sin embargo, cuando la dieta tuvo una relacion C : N entre 5 y 6, la tasa de
crecimiento aumentd, y el fraccionamiento de carbono (- 0.1 a 0.2 %) y nitrégeno
(0.1 — 0.9 %) fue minimo en comparacion con los valores obtenidos cuando la
dieta tuvo proporciones C: Nde 23y 17.

Lo expuesto anteriormente puede ser explicado por los procesos metabdlicos
basicos como el crecimiento, el recambio de los tejidos, el balance de nitrégeno y
la produccion de energia metabdlica. Estos autores sugieren que otra posible
explicacion es que el fraccionamiento isotopico del nitrégeno depende de la
calidad de la proteina de la dieta y del estrés metabélico causado por una dieta
pobre en proteinas (Fantle ef al. 1999).

Los resultado de Fantle et al. (1999) son corroborados por los estudios
realizados por Webb ef al. (1998) y Adams y Sterner (2000) quienes reportaron
que la baja calidad proteica del alimento puede dar como resultado un alto
enriquecimiento isotopico comparado con el fraccionamiento derivado de
alimentos de alta calidad. El enriguecimiento de N y '°C en animales puede
incrementarse con el estrés nutricional y el periodo de ayuno (Ambrose y de Niro,
1986; Hobson et al. 1993; Adams y Sterner, 2000), motivo por el cual es tan

importante en este estudic el hecho de que los murciélagos no sufrieran
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variaciones (estadisticamente significativas) en el peso corporal a lo largo del
periodo experimental.

Los resultados obtenidos por Voigt et al. (2003) y Voigt y Matt (2004), estan
influenciados por la pérdida de peso considerable que sufrieron los murciélagos,
ya que la dieta ofrecida no satisfizo las necesidades nutricionales de la especie
(aunado al estrés al que estan sometidos los animales durante el periodo
experimental). .

Los datos obtenidos en el presente trabajo indican que existe una relacién
entre el fraccionamiento isotopico y las proporciones C : N de la dieta consumida,
idea que es apoyada por varios autores (Allen, 1998, Webb et al. 1998; Fantie ef
al. 1999; McCutchan et a/. 2003). Debido a que las propdrciones C : N disminuyen
a lo largo de los niveles tréficos (por ejemplo los herbivoros ingieren una mayor
proporcién C : N que los herbivoros y omnivoros) se espera un mayor
fraccionamiento isotdpico cuando un animal ha sido alimentado con una dieta
vegetal (altas proporciones C : N) en contraposicién con el fraccionamiento
isotopico obtenido cuando ha sido alimentado con una dieta animal (o una mezcla
de ambos, lo que equivale a proporciones C : N menores que las encontradas en
dietas netamente vegetales; Hobson y Clark 1993; Focken y Becker, 1998), asi
pues, los valores de fraccionamiento isotdpico de una especie que se ha
alimentado de una dieta con menores proporciones C : N son mas pequefios que
aquellos reportados previamente cuando la misma especie fue alimentada con una
dieta vegetariana (Focken y Beker, 1998).

El presente estudio demuestra una relacion entre el contenido de proteinas
generalmente expresado como proporciones C : N y el fraccionamiento isotdpico
(y por tanto con el enriquecimiento tréfico de °N). Los datos obtenidos en el
presente trabajo muestran que en los murciélagos alimentados con la dieta 1 (C :
N = 286), el enriquecimiento trofico del *°N (A'°N) es menor que el encontrado con
la dieta 2 (C : N =17; Tabla 3) .Es decir, el enriquecimiento trofico del nitrégeno es
mayor cuando existe una menor proporcién C : N. Esta relacién puede ser
explicada por los procesos metabdlicos basicos de los organismos, ya que la

magnitud de las diferencias isotopicas entre los consumidores y su dieta, puede
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ser el resultado de un equilibrio dinamico entre la composicion de la dieta
consumida, la proporcién de nitrégeno excretado y la eficiencia de absorcion de
nutrientes (Pinnegar ef a/ 2001).

Aln cuando las dietas de los herbivoros contienen cantidades adecuadas de
proteina, la mezcla de los aminoacidos derivados de la vegetacion probablemente
difiera de los requeridos por el animal (Roth y Hobson, 2000). Asi pues, los
cambios isotdpicos asociados con variaciones en las proporciones C : N, podrian
ser explicado por la eficiencia con que estos recursos son asimilados por los
organismos (Focken, 2001). En general, las proteinas de origen animal casi
siempre son nutricionalmente mejores que las derivadas de vegetales y cereales
(Guyton, 1994). En general, [as proteinas vegetales son digeridas en un 70 — 95%,
en comparacién con un 85 — 100% de las proteinas de origen animal (Linder,
1991).

En contraste, los murciélagos alimentados con la dieta 1 (C : N = 26), muestran
un mayor enriquecimiento isotépico de "*C comparado con el enriquecimiento
obtenido para los murciélagos alimentados con la dieta 2 (C : N = 17; Tabla 3); lo
que puede indicar que el fraccionamiento isotdpico del 3C es menor a menores
proporciones C : N, estos datos son similares a los encontrados por Fantle ef al.
(1999), y por Oelberman y Scheu (2002).

Fantle ef al. (1999) demostraron la relacion existente entre el contenido de
proteinas de la dieta, generalmente expresada como C : N o aminoacidos
totalmente hidrolizables (THAA), y el grado en que los Cangrejos azules
(Callinectes sapidus) fraccionan el "N y el *C. Cuando se alimentd a estos
organismos con dietas con proporciones C : N de 23 y 17, se produjo una
disminucion en la tasa de crecimiento de los individuos, una disminucién de los
valores del 5°C del animal en comparacién con la dieta, y un fraccionamiento del
nitrégeno de entre 2 y 3 %.. Sin embargo, cuando la dieta tuvo una relacion C : N
entre 5 y 6, |a tasa de crecimiento aumenté, y el fraccionamiento de carbono (- 0.1
a 0.2 %) y nitrogeno (0.1 — 0.9 %e) fue minimo en comparacion con los valores

obtenidos cuando la dieta tuvo proporciones C : Nde 23y 17.
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Oelberman y Scheu (2002) encontraron que el enriquecimiento de '’C en
Pardosa lugubris (Araneae: Lycosidae) depende de la calidad de la dieta; cuando
incrementa la proporciéon C : N, los valores de fraccionamiento isotdpico del '*C
disminuyen, en comparacion con los obtenidos cuando se alimenta a P. lugubris
con dietas de bajas proporciones C : N (los valores de fraccionamiento isotopico
sONn mayores).

Pearson et al. (2003) reportaron que los tejidos de aves (Dendroica coronata)
alimentados con dietas con altos porcentajes de fruta (concentraciones C: N bajas)
presentaron un menor fraccionamiento isotopico, mientras que los tejidos de las
aves alimentados con una dieta rica en insectos tuvieron un mayor
enriquecimiento isotdpico. De acuerdo con estos autores, el fraccionamiento
isotopico de *C y "N a través de los niveles tréficos puede depender de la
concentracién de C y N en la dieta (Pearson et al. 2003).

Mientras que el incremento en los valores de fraccionamiento isotopico del °N
a mayores concentraciones de N de la dieta, es explicado por los mecanismos de
excrecion del N y a que mas aminoacidos son catabolizados como energia
cuando el contenido proteinas de la dieta incrementa (Macko et al. 1986; Pearson
et al. 2003).

Sin embargo no existe una explicacién adecuada para el incremento en las
tasas de fraccionamiento isotépico del *C cuando incrementa el contenido de
carbono de la dieta (Pearson et al. 2003). Otros autores sugieren que el
fraccionamiento isotdpico del '*C esta influenciado por la cantidad de lipidos y
otras sustancias ricas en carbong presentes en la dieta y los tejidos animales
(Bearhop et al. 2000), y aan cuando las cantidades de estos componentes son
minimos en la sangre (Bearhop et al. 2002), el aporte de carbono de cada uno de
estos elementos al pool de carbono corporal deberian de ser analizados.

Los resultados reportados por Chamberlain et a/. 2004, demuestran que el
conocimiento de la fuente del fraccionamiento isotopico y su papel bioguimico en
la regulacién de los valores '°C de los compuestos individuales de la dieta es
importante en el analisis isotopico de las cadenas troficas, ademéas de que cada

compuesto no solo puede tener el valor isotdpico inicial, sino que también puede
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ser sintetizado a partir de los compuestos existentes, ademas de los afadidos en
la dieta (asimilacion y biosintesis). Asi pues, el uso preferencial del *C en el
metabolismo de grasas, proteinas y carbohidratos podria explicar los patrones de
fraccionamiento isotépico del °C (y por io tanto de las tasas de recambio), en los
tejidos animales (Voigt et al. 2003).

De acuerdo con lo anterior, en un futuro deberan de hacerse pruebas de
laboratorio para determinar las tasas de recambio isotdpico y los valores de
fraccionamiento isotopico en condiciones de cautiverio, y con dietas con diferentes
proporciones C : N. Ademas de que también tendran que evaluarse el efecto de
los diversos componentes de la dieta en el fraccionamiento isotdpico de °C y '*N.

En este contexto podemos asumir que las proporciones C : N efectivamente

tienen efecto en el fraccionamiento isotopico del °C y del "*N.

4.4 Otras consideraciones:

El uso de is6topos estables en la ecologia animal ha llegado a ser popular
debido a que los datos son obtenidos de manera relativamente facil. Sin embargo,
existen varios supuestos asociados con el uso de estos is6topos gue no han sido
validados experimentalmente (Owens, 1987; Pearson et al. 2003). Uno de los
supuestos mas fuertes es que los tejidos animales tienen una tendencia a igualar
la composicion isotopica de los constituyentes de la dieta en un tiempo
determinado (recambio isotopico). Sin embargo, este supuesto puede ser invalido
debido a que los animales asimilan los componentes de la dieta de manera
diferente, ademas de que los valores de fraccionamiento isotopico dependen de la
actividad metabolica de! tejido elegido (Pearson et al. 2003).

El enriquecimiento del "*N a lo largo de las cadenas tréficas puede variar en un
rango de 1.3 a 5.3 %o (Minawaga y Wada, 1984). Existen pocos estudios que
hayan examinado el efecto del enriquecimiento isotdpico en funcion de la
concentracién de N en |a dieta (Allen, 1998; Webb ef a/. 1998; Fantle ef al. 1999;

Adams y Sterner, 2000). Es interesante mencionar que se ha adoptado
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universalmente, la cifra de 3.4 % para describir el fraccionamiento isotopico del
>N como un indicador del nivel tréfico. Sin embargo, los estudios recientes que
reportan valores de fraccionamiento isotépico demuestran, que si bien en algunos
casos es posible extrapolar estos valores a otras especies, esto debe hacerse con
cierta reserva, ya que podria extrapolarse solo en animales que tuvieran dietas y
condiciones metabdlicas similares

Ademas, es importante recalcar la importancia de obtener los factores de
fraccionamiento isotopico (no solo det *C y'®N, sino de otros isétopos como el S
y el '®0) en condiciones de laboratorio, donde la dieta sea homogénea y de
composicion isotépica conocida (Hobson et al. 1996). La mayoria de los trabajos
realizados para obtener los valores de fraccionamiento isotdpico han sido
obtenidos bajo estas condiciones (ver Tabla 1)

Un tépico muy interesante a discutir en el trabajo reportado por Voigt et al.
(2003) sobre el fraccionamiento isotépico de '*C en dos especies de murciélagos
glossophagineos (Glossophaga soricina y Leptonycteris curasoae), alimentados
con tres diferentes soluciones, el §'°C del alimento ingerido fue calculado a partir
del volumen consumido de cada alimento y multiplicado por el 3C de cada
alimento. Este calculo puede ser impreciso debido a que cada individuo puede
presentar una preferencia por una dieta en particular. Los valores de
fraccionamiento del '*C obtenidos por estos autores (2.6 £ 0.5 %o) son muy
diferentes a los obtenidos en el presente trabajo (1.51+ 0.20 %o y de 0.25+0.15
%o, para las dietas 1 y 2 respectivamente). Las diferencias en los valores de
fraccionamiento isotépico del '*C encontradas entre ambos trabajos podrian ser
explicadas por la calidad de la dieta y/o composicién C : N, (y por las variaciones
de peso, como consecuencia del estrés alimenticio) ya que Voigt ef a/. (2003) y
Voigt y Matt (2004) utilizaron una mezcla de néctares, los cuales desde el punto
de vista alimenticio tienen proporciones C : N pequefias en comparacion con las

utilizadas en el presente trabajo.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se tratdo de controlar la mayoria de los factores que
afectan el fraccionamiento isotdpico, y solo dejando como variable el contenido de
C : N, para evaluar el efecto que este factor tiene en el fraccionamiento isotopico.

Los resultados demuestran que existe una relacién directa entre el
fraccionamiento isotdpico y las proporciones C : N. El fraccionamiento del '°C es
mayor a mayores proporciones C : N: mientras que el fraccionamiento del "N es
mayor a menores proporciones C: N.

El presente trabajo es el primero en evaluar el efecto de las proporciones C: N
de la dieta en el fraccionamiento isotdpico, en una especie de murciélagos
omnivoro (G. soricina). Sin embargo, también hay que reconocer que los datos
aqui obtenidos, pueden utilizarse en campo con algunas limitaciones; ya que solo
podrian extrapolarse para otros murciélagos cuando la dieta de estos, sea de
proporciones C : N similares a las utilizadas en este estudio. Esto nos lieva a
resaltar la importancia de continuar con este tipo de estudios, bajo condiciones
controladas, utilizando dietas con un amplio rango de proporciones C : N, para
obtener una vision completa de todos los posibles escenarios presentes en |a

naturaleza.
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Apéndice 1. Analisis estadistico de las variaciones de peso de G. soricina en ambos periodos experimentales.

Periodo (quincenas) | Promedio Promedio Cambio Peso (g) t-pareada g.l. p

Leche

1vs. 2 10.138 £ 1.286 10.736 £1.049 0.598 -3.38 7.00 0.0118 *
2vs. 3 10.763 £ 1.049 10.575% 1.031 -0.188 231 7.00 0.0541
3vs.4 10575+ 1.031 10250+ 1.098 -0.325 4.33 7.00 0.0034 *
4vs.5 10250+ 1.098 10300+ 1.035 0.20 -0.661 7.00 0.5295
Svs. 6 10300+ 1.035 10.188+ 1.023 -0.112 0.720 7.00 0.4951
6vs. 7 10.188 £ 1.023 10.250% 1.042 0.062 -1.49 7.00 0.1803
Soya

Tvs 2 10425+ 1.171 10.512+0958 0.087 -0.757 7.00 0.4739
2vs. 3 10512+ 0958 10088+ 1.041 -0424 6.30 7.00 0.0004 *
3vs. 4 10.088 +1.041 10400+1.076 0.312 -4.35 7.00 0.0033 *
4vs. 5 10400 + 1,076 10.487 + 0.991 0.087 -1.43 7.00 0.1949
Svs 6 10487+ 0991 10.613+1.097 0.126 -1.16 7.00 0.2857
6vs. 7 10.613+1.097 10.300+ 1.003 -0013 2.74 7.00 0.0289 *
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