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RESUMEN

Recientemente se ha incrementado el uso del análisis de isótopos estables de carbono

(13C¡12C) y nitrógeno CSN/14 N) como una herramientaen la investigación de patrones alimenticios y

relaciones tróficas en diversos organismos. Tipicamente, las proporciones de z¡
' 3C y z¡lS N son

ligeramente mayores en los tejidos animales en comparacióncon su dieta. Este proceso se conoce

como fraccionamiento isotópico (el cual es resultado de varios procesos metabólicos). El

fraccionamiento isotópico del lSN es en promedio de 3 %o Y para el 13C de 1%0. Aunque el

fraccionamiento isotópico tiene una gran importancia en la interpretación del análisis de isótopos

estables, los factores que influyen en el fraccionamiento isotópico no son bien conocidos, sin

embargo algunos autores sugieren que las proporciones C : N de la dieta puede afectar la

dirección y magnitud del fraccionamiento del carbono y del nitrógeno. El presente trabajo tuvo

como objetivo principal evaluar el efecto de la variación en la proporción C : N de la dieta en el

fraccionamiento isotópico de 11 13C y 11 1sN 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 deIIBUNAM. Se utilizaron dos dietas experimentales, la primera de ellas

con una proporción carbono - nitrógeno (C : N) de 26.4 y la segunda con una proporción 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 trófico del 1sN (111sN) es menor que el encontrado

con la dieta 2 (C : N = 17). En contraste, los murciélagosalimentados con la dieta 1 (C: N = 26),

muestran un mayor enriquecimiento trófico de 13C (I113C) comparado con el enriquecimiento

obtenido para los murciélagos alimentados con la dieta 2 (C : N = 17); lo que puede indicar que el

fraccionamiento isotópico del 13C es menor a menores proporciones e N. En conclusión el

fraccionamiento isotópico de 13C y lSN depende de las proporcionesC : N de la dieta

Palabras clave: G/ossophaga soricina, fraccionamiento isotópico, 15N, 13C, análisis de

isótopos estables.
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Abstraet

In the last years, stable isotopes of earbon (L1C/ 12C) and nitrogen (ljN/I~N) inereasingly are

being used by eeologists to determine the general diets ofpartieular speeies and trophie struetures in

different eeosystems. Typically, the animal tissue is enriched in ¿¡11C y ¿¡ 15N compared whit their

food (isotopie fraetionation), due to the metabolie process. On overage, the enriehment of I5N is 3

- 4 %O, meanwhile the enriehment of I.1C is I %O. Despite the great potential value of stable isotopes

in a variety of seientifie investigations, little attention has been paid to the underlying physiologieal

and biologieal mechanisms that influeneing the isotopie enriehment. Some authors suggested that

de food ratio C : N, can be affeeted the direetion and magnitude to the isotopie fraetionation

The objeetive of this work it was evaluate the effeet of food ratio C : N on the earbon and

nitrogen isotope enriehments in blood of omnivorous bat (Glossophaga soricina, Chiroptera:

Phyllostomidae). The bats were from a captive breeding eolony maintained in greenhouse facilities

at the Instituto de Biología de la Universidad Nacional Autónoma de México,

For this work, it were used two trial foods, the first with a ratio C : N = 26.4 (¿¡IJC = -20.6%0

and ¿¡15N = 3,80/00), the seeond trial food with a ratio C : N de 17,6 (¿¡IJC = -22.70/00 and ¿¡ 15N
=

J.03%0). Under the first food regime, the fraetionation of nitrogen isotopes for blood was lower

(4.49 %o) that the blood fraetionation of de seeond food trial (4.79 %0). To the contrary, the bats to

feed on the first food showed a greater fraetionation of earbon (1.51 0/00) to compare de isotopic

fraetionation of G. soricina under the seeond food regime (0.250/00). The isotopic signature of

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

Key words: Glossophuga soricina, isotopie fraetionation, !:'N, I3C, stable isotopes
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Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotópico de 13e y ISN

CAP íT U LO 1:

INTRODUCCiÓN

Recientemente se ha incrementado el uso del análisis de isótopos estables

de carbono C3C/12C) y nitrógeno CSN/14N) como una herramienta en la

investigación de patrones alimenticios y relaciones tróficas en diversos

organismos, como insectos (Web et al. 1998), peces (Pinnegar et al. 2001), aves

(Hobson, 1995; Kelly 2000) y mamíferos (Sen-David et al. 1997; Kelly, 1999,

Herrera et al. 2001 a, b). Esta aplicación se basa en el hecho de que los animales

reflejan en sus tejidos la composición isotópica de grupos generales de alimentos

C3C/12C) y nitrógeno CSN/14N) en los tejidos proporciona información sobre lo que

el animal asimiló de estos alimentos (Roth y Hobson, 2000). La información

derivada de estos análisis puede ser a corto, mediano o largo plazo dependiendo

del metabolismo del tejido analizado (Herrera et al. 2001b). Por ejemplo, en el

gerbo (Muríones unguiculatus: Muridae) el pelo tarda en reemplazar su contenido

isotópico de carbono en 47.5 días y su análisis proporciona información integrada

de la alimentación del animal a largo plazo, mientras que en el cerebro, el

músculo, el hígado y la grasa de este animal el recambio ocurre en 28.2, 27.6,

15.6 Y 6.4 días, respectivamente, y su análisis informa sobre la dieta a mediano y

corto plazos (Tieszen et al. 1983).

Típicamente, las proporciones de Ó13C y ó 1sN son ligeramente mayores en los

tejidos animales en comparación con la dieta. Este proceso se conoce como

fraccionamiento o cambio trófico (Focken y Becker, 1998). Desde hace

relativamente pocos años, algunos autores han acuñado el término

fraccionamiento isotópico para describir las diferencias en los valores isotópicos

de la dieta y el tejido analizado (Ponsard y Averbuch, 1999).

El fraccionamiento isotópico del ó 1sN en los tejidos de los consumidores es en

promedio de 3 %0 (Fantie et al. 1999) Esta diferencia ha permitido utilizar el

análisis de isótopos estables de 1sN para definir niveles tróficos (Pinnegar et al.

2001). El fraccionamiento isotópico del 13e es de cerca de 1 %0 (Oelbermann y



Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotópico de De y ION

Scheu, 2002). Debido a que los isótopos estables del carbono no sufren cambios

tróficos sustanciales, el análisis isotópico de este elemento ha sido usado para

indicar la contribución relativa de las plantas con diferentes rutas fotosintéticas a la

dieta de un organismo (Gannes et al. 1997; Sponheimer et al 2003), o para

determinar la contribución relativa de alimentos de origen marino y terrestre

(Hobson y Clark, 1992a).

A pesar de la creciente aplicación de esta técnica, poca atención se ha

puesto en entender cuáles son los mecanismos fisiológicos y bioquímicos

fundamentales del fraccionamiento trófico (Adams y Sterner, 2000), lo cual puede

dificultar la interpretación de los resultados. Las concentraciones isotópicas de los

componentes bioquímicos que conforman los alimentos pueden fraccionar o

cambiar cuando son incorporados en los tejidos, y la dirección y magnitud de estos

cambios depende del metabolismo tisular (Tieszen et al. 1983). Estos cambios son

debidos a los efectos de asimilación de los componentes bioquímicos de la dieta

(los cuales tienen diferentes valores isotópicos) y al fraccionamiento isotópico

(Hobson y Clark, 1992b). Los componentes de los tejidos (Iípidos, carbohidratos y

proteínas) tienen tasas de recambio isotópico características que dependen de las

proporciones de adquisición, síntesis y catabolismo (Hawkins, 1991). La tasa de

recambio en las proteínas, por ejemplo, depende de la regulación metabólica, la

movilización de aminoácidos, la eliminación de polipéptidos no funcionales y los

procesos de termorregulación (Hawkins, 1991).

El fraccionamiento isotópico del nitrógeno ocurre durante la síntesis de

aminoácidos (Adams y Sterner, 2000). Los grupos amino que contienen 14N son

favorecidos durante la transammactón y desaminación, lo cual da como resultado

la excreción preferencial del isótopo ligero C4N) y la acumulación del isótopo

pesado CSN; Hobson y Roth 2000; Peterson y Fry, 1987). Shoeller (1999) plantea

que el fraccionamiento isotópico difiere en las reacciones de transaminación, y que

esto puede ser explicado en función de las diferencias en el contenido isotópico de

los aminoácidos, ya que algunos aminoácidos como el glutamato tienen una

mayor proporción del isótopo pesado (Gannes et al. 1998).
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Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotópico de De y 15N

Las bases químicas del fraccionamiento involucran las bajas frecuencias de

vibración de los anillos químicos del 15N comparados con los del 14N. El 15N tiende

a formar anillos de mayor energía que el 14N, lo que reduce la probabilidad de que

éste sea utilizado en las reacciones química (Adams y Sterner, 2000).

El fraccionamiento trófico de los isótopos del carbono puede estar asociado a

varios procesos que pueden contribuir al enriquecimiento como son: a) la pérdida

preferencial del 12C en el CO2durante la respiración, b) la incorporación preferente

de los compuestos de 13C durante la digestión, c) el fraccionamiento metabólico

durante la síntesis de diferentes tipos de tejidos (DeNiro y Epsteín, 1978; Gannes

et al. 1998), y d) la formación de lípidos pobres en 13C, lo que esta acompañado

con el enriquecimiento del sustrato remanente (Focken, 2001). En cada caso,

existen evidencias de que el fraccionamiento ocurre durante estos procesos, pero

no se puede generalizar.

Existen varios trabajos que han evaluado los factores de fraccionamiento

isotópico de los isótopos de carbono y nitrógeno para mamíferos (Tabla 1). Los

valores de fraccionamiento isotópico obtenidos en estos trabajos indican que el

enriquecimiento tráfico de 13C puede ir de 0.6%0 en la zorra roja (Vulpes vulpes;

Roth y Hobson, 2000) hasta 3.6%0 en el flamenco (Phoenicopterus chilensis,

Phoenicopterus tuber roseus y P. ruber ruber; Mizutani, 1992). Mientras que el

enriquecimiento de 15N oscila entre 0.5%0 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 isotópico han sido obtenidos en laboratorio

para roedores (DeNiro y Epstein, 1978; Tieszen el al. 1983), invertebrados

acuáticos (Adams y Steiner 2000; Webb et al. 2000), aves (Hobson y Clark, 1992),

mamíferos marinos (Hobson et al. 1996) y carnívoros terrestres (Roth y Hobson,

2000).

Aunque el fraccionamiento isotópico tiene una gran importancia en la

interpretación del análisis de isótopos estables, los factores que influyen en el

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

3



Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotópico de De y 15 N

han sugerido que factores como la edad (Oelbermann y Scheu, 2002), la fisiología

digestiva (Roth y Hobson, 2000), el estrés nutricional (Hobson y Clark, 1992b;

Adams y Sterner, 2000), el estrés hídrico (Ambrose y DeNiro, 1986), la pérdida de

peso (Allen, 2000), la calidad de la dieta (Webb el al. 1998; Adams y Sterner,

2000), y la contribución relativa de diferentes fuentes proteínicas a la dieta (Allen,

1998) puede afectar el fraccionamiento isotópico de carbono y nitrógeno. Estos

factores serán discutidos a continuación.

4



Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotópico de "e y 15N

Tabla 1.. Factor de enriquecimiento isotópico de 13C y 15N obtenidos en condiciones experimentales para algunos

mamíferos. El factor de enriquecimiento isotópico se define como la diferencia que existe entre la composición isotópica

del tejido del animal y la composición isotópica de la dieta (ll =?>tejido - ódíeta ). Los valores reportados se dan en partes

por mil (%0).

Animal INombre Científico Tejido ll13C A 15N Autor

Orden Chiroptera

Murciélago Glossophaga soricina Sangre 2.7 Voigt et al. (2003)

Murciélago Leptonycteris curasoae Sangre 2.8 Voigt et al. (2003)

Murciélago Glossophaga soricina Sangre - 3.2 Voigt y Matt (2004)

Murciélago Leptonycteris curasoae Sangre - 3.0 Voigt y Matt (2004)

Orden Carnívora

Zorra Vulpes vulpes Músculo 1.1 3.3 - 3.5 Roth y Hobson, 1999

Zorra Vulpes vulpes Pelo 2.6 3.3-3.5 Roth y Hobson, 1999

Zorra Vulpes vulpes Sangre 0.4-0.6 4.2 Roth y Hobson, 1999

Orden Pinnipeda

Foca Phoca spp. Bazo 1.3 2.1 Hobson et al. 1996

Foca Phoca spp Corazón 1.2 3.1 Hobson et al. 1996

Foca Phoca spp Bigotes 3.2 2.8 Hobson et al. 1996

Foca Phoca spp. Hígado 0.6 3.11 Hobson et al. 1996

Foca Phoca spp. Músculo 1.3 2.4 Hobson et al. 1996

Foca Phoca spp Pelo 2.8 3.0 Hobson et al. 1996

Foca Phoca spp Piel 2.8 2.3 Hobson et al. 1996

5



Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotópico de De y 15N

Tabla 1 Continuación

Animal Nombre Científico Tejido ,6 13C ,6 15N Autor

Foca Phoca spp. Pulmón 1.8 2.3 Hobson el al. 1996

Foca Phoca spp Riñón 1.3 2.7 Hobson el al. 1996

Foca Phoca spp Sangre 1.7 1.7 Hobson el al. 1996

Focas Phoca spp. Células sanguíneas 1.5 1.7 Lesage el al, 2002

Focas Phoca spp. Suero 0.8 3.1 Lesage el al, 2002

Focas Phoca spp Pelo 2.3 2.3 Lesage et al, 2002

Foca Phoca spp Uñas 2.8 2.3 Lesage et al, 2002

Orden Rodentia

Gerbo Meriones unguiculalus Cerebro 1.0 - Tieszen el al. 1983

Gerbo Meriones unguiculatus Grasa - 3.0 - Tieszen et al. 1983

Gerbo Meriones unguiculatus Músculo 1.0 - Tieszen el al. 1983

Gerbo Meriones unguiculatus Pelo 1.0 - Tieszen et al. 1983

Ratón Mus musculus - 1.0 DeNiro y Epstein, 1978

Ratón Mus musculus Músculo - 2.9 Minagawa y Wada, 1984

Rata Rattus sp. - - 3.6 Minagawa y Wada, 1984

Orden Artiodactyla

Toro I80S taurus Sangre 4.2 Steele y Daniels (1978)
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Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotópico de De y I5N

FACTORES QUE AFECTAN EL FRACCIONAMIENTO ISOTÓPICO

Metabolismo del nitrógeno

El nitrógeno está presente en el cuerpo animal casi exclusivamente en forma

de proteínas (98%) y el resto como ácidos nucleicos, urea, amonio y otros

productos nitrogenados (Schoeller, 1999).

El nitrógeno es obtenido de la dieta (Morris, 1991) Y utilizado principalmente

para fa síntesis de proteínas (McDonald et al. 1995), una parte de las cuales son

utilizadas para la construcción y mantenimiento de tejidos, mientras que otras son

utilizadas como componentes específicos en la digestión, la oxidación, la

respiración o como hormonas (Berg y Kolenbrander, 1970).

Las proteínas son producto de la combinación de 20 a-aminoácidos (McDonald

et al. 1995), algunos de los cuales deben ser suministrados de manera específica

por los alimentos, ya que los tejidos son incapaces de sintetizarlos (aminoácidos

esenciales). Otros aminoácidos se obtienen directamente de la dieta (aminoácidos

no esenciales; Guyton, 1994) pero pueden formarse a partir de intermediarios por

un proceso denominado transaminación, utilizando el nitrógeno amínico de otros

aminoácidos que estén en exceso (Murray et al. 1998).

Durante la transaminación, el nitrógeno es tomado de un a-aminoácido y

añadido a un a-cetoácido, dando como resultado la formación de un nuevo

aminoácido (Alemany, 1986). Las necesidades reales de ciertos aminoácidos

esenciales para un organismo dependen de la existencia de otros aminoácidos

(McDonald et al. 1995) y de otros factores como la edad, el estado de salud y

procesos propios de la especie como reproducción, migración, hibernación, etc.

(Shoeller, 1999).

El glutamato ocupa un papel importante en la transaminación, desempeñando

una función reguladora del metabolismo de los aminoácidos, y su presencia

determina la disponibilidad de otros aminoácidos. Por tanto, el glutamato estabiliza

las proporciones de síntesis y utilización o eliminación de los aminoácidos en

exceso El glutamato es además importante por el amplio número de aminoácidos
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Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotópico de DC y lsN

que se sintetizan a partir de él o del 2-ceto-glutarato. Este aminoácido también

sirve como elemento captador en la degradación de otros aminoácidos, como la

glutamina, la prolina, la histidina y los del ciclo de la urea (Alemany, 1986). El

glutamato es el único aminoácido en los tejidos de los mamíferos que sufre la

desaminación oxidativa en una magnitud apreciable (McDonald et al. 1995).

Otro proceso importante en el metabolismo de los aminoácidos es la

desaminación oxidativa, la cual tiene Jugar en el hígado. Un aminoácido se forma

mediante la deshidrogenación e hidrolización al cetoácido correspondiente con

producción de NH/ (Ganong, 2000). En la figura 1 se resume el metabolismo de

los aminoácidos.

(pelo, uñas, etc)
Proteína inerte•

Dieta

Transaminación.... ~ Reserva
Reserva de Aminación metabólica

Otras .-- ....
común

pérdidas Aminoácidos Desaminación

r
NHA'

Purinas 1Creatinina Piridiminas
lJrea

Neurotransmisores
Hormonas

Figura 1 Resumen del metabolismo de los aminoácidos (Modificado de la figura

17-17 de Ganong, 2000)
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Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotópico de "e y I5N

Durante los procesos de deaminación y transaminación, las enzimas remueven

de manera preferencial los grupos amino con 14N. Consecuentemente, el nitrógeno

excretado es enriquecido en 14N (Gannes et al. 1998), mientras que los tejidos se

enriquecen en 15N (Fantle et al. 1999; Schoeller, 1999). Los aminoácidos

esenciales exhiben pocos cambios en su composición isotópica, mientras que los

aminoácidos que son sintetizados o modificados en parte dentro del cuerpo

pueden experimentar cambios en sus valores de Ó15N de mayor magnitud

(Pinnegar y Polunin, 1999), como es el caso de aquellos derivados del glutamato

(Gannes el al. 1998). Hare (1991) aisló ocho de los aminoácidos del colágeno de

cerdo y encontró que todos ellos presentaban un enriquecimiento en comparación

con los mismos aminoácidos provenientes de la dieta, siendo los más

enriquecidos el glutamato y el aspartato (6 y 3 %O, respectivamente; citado en

Hatch et al. 1995).

La interpretación de la cornpostcion isotópica de los tejidos animales se

complica por un fenómeno denominado "isotopic routing" (Gannes et al. 1997).

Este fenómeno se produce porque los isótopos 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

específicos, por lo que los tejidos no reflejan la composición isotópica de la dieta,

sino la composición isotópica del nutriente a partir del cual el tejido fue sintetizado

(Gannes et al. 1997).

Ingestión de proteinas: Todos los organismos requieren que la dieta de la

cual se alimentan les proporcione proteínas, carbohidratos, lípidos, minerales y

vitaminas, en cantidades suficientes, para la síntesis de compuestos necesarios

para el mantenimiento, crecimiento y reproducción (Morris, 1991). Un estado

nutritivo equilibrado se da cuando un organismo tiene aporte de nutrientes

conveniente para su crecimiento y I o mantenimiento. Estos requerimientos

incluyen: a) fuentes de energía para mantener todos los procesos corporales, b)

aporte de proteínas y aminoácidos para mantener un balance positivo de

nitrógeno, e) agua y minerales suficientes para compensar su pérdida e
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incorporación a los tejidos corporales, y d) contribución suficiente de aminoácidos

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

Las proteínas por sí mismas no son necesarias en la dieta, lo que es esencial

en la nutrición es el contenido de aminoácidos (Lehninger et al. 1995), motivo por

el cual el requerimiento de proteínas se define como la suma de los aminoácidos

que se requieren para el mantenimiento de los tejidos animales (Morris, 1991). Es

decir, cuando la ingestión de nitrógeno de la dieta es igual a la cantidad de

nitrógeno que se elimina en la orina, las heces y otras pérdidas, en niveles

moderados de actividad física se dice que el animal se encuentra en balance

positivo de nitrógeno (Fax y Cameron, 1992). Los requerimientos proteicos de los

animales son consecuencia dinámica de la edad (crecimiento, mudas), el estatus

fisiológico (estrés o estabilidad), el estado de salud (reparación o restauración de

tejidos, infecciones parasitarias, etc.), el estado nutricional (frecuencia de las

comidas, digestibilidad y equilibrio de nutrientes, etc.), las necesidades

energéticas (influencia hormonal, preñez y lactancia), y los procesos ecológicos

propios de la especie (por ejemplo la migración; Murphy, 1996).

En condiciones normales las proteínas de los alimentos son casi

completamente digeridas en el estómago donde son degradadas hasta obtener los

aminoácidos que las constituyen y, entonces, estos productos finales de la

digestión proteínica se absorben con rapidez desde el intestino a la sangre de la

vena portal hepática (Mayes, 1997). Durante este proceso se eleva la

concentración de aminoácidos 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 digestión

se dirijan inicialmente al hígado. El hígado tiene la función metabólica primaria de

regular la concentración sanguínea de los metabolitos, en particular de la glucosa

y los aminoácidos; además, se ocupa de sintetizar las principales proteínas

plasmáticas y de desaminar a los aminoácidos que exceden los requerimientos,

mediante la formación de urea, la cual es transportada por la circulación hasta el

riñón para ser excretada (Murray et al. 1998).
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La calidad de la dieta puede juzgarse por su contenido de aminoácidos

esenciales y el grado en el cual las proteínas son digeridas y absobidas por el

cuerpo (Fox y Cameron, 1992). La calidad nutritiva de las proteínas puede

determinarse por hidrólisis completa, la cuantificación de la composición amino

ácida y su comparación con la del huevo o leche. El valor obtenido de una

proteína indica su valor biológico, factor que es inversamente proporcional a la

cantidad de proteína determinada que debe consumirse para mantener a un

individuo adulto en equilibrio nitrogenado(Lehninger et al. 1995).

Las dietas normalmente contienen una mezcla de proteínas y el hecho de que

cualquier proteína tenga un valor biológico alto o bajo no es de i~rtancia. El

requerimiento dietético importante es que la ingestión total de proteína debe

suministrar todos los aminoácidos esenciales en proporciones suficientes para

satisfacer las necesidades de un organismo (Guyton, 1994). Por lotanto, si se

ingiere una mezcla de proteínas, ésta tiene un gran valor biológico, y se dice

entonces que los aminoácidos se complementan (Fax y Cameron, 1992).

La idea de que la calidad de la dieta, el contenido de nitrógeno y diferentes

proporciones de proteína animal y vegetal, pueden afectar el fraccionamiento

isotópico del carbono y del nitrógeno ha sido demostrada en varios estudios, los

cuales serán descritos brevementea continuación.

Webb et al. (1998) evaluaron el fraccionamiento de 13C y 15N en saltamontes

(Locusta migratoria); para ello utilizaron dos dietas experimentales (maízy trigo) y

sus resultados indican que existe un factor de fraccionamiento diferente de

acuerdo con la dieta consumida por el organismo. Allen (1998) determinó el efecto

de diferentes proporciones relativas de proteínas derivadas de insectos y plantas

en el fraccionamiento isotópico de 15N en la sangre de Bombycilla cedrorum. El

factor de fraccionamiento en dietas con bajas y altas concentraciones de proteína

animal fue similar (4.75 Y 4.18 %O, respectivamente), mientras que el

fraccionamiento en la dieta con una composición media de proteínas fue mayor

(5.40/00)

Algunos autores como Webb et al. (1998), Fantle et al. (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 isotópico 15N comparado

con el obtenido con alimentos de alta calidad alimenticia, (estos resultados fueron

obtenidos para los invertebrados Locusta migratoria, Callinectes sepidus, Daphnia

magna y Pardosa lugubris, respectivamente). Los resultados de estos autores

sugieren que el proceso de fraccionamiento está directamente relacionado con el

contenido de N en el alimento. Por lo tanto el fraccionamiento isotópico a través de

los niveles tróficos puede depender de la disponibilidad de nitrógeno (Adams y

Stemer, 2000).

Fantle el al. (1999) demostraron la relación existente entre el contenido de

proteínas de la dieta, generalmente expresada como C : N o aminoácidos

totalmente hidrolizables (THAA) , y el grado en que los Cangrejos azules

(Callinectes sapidus) fraccionan el 15N y el 13C. Cuando se alimentó a estos

organismos con dietas con proporciones C : N de 23 y 17, se produjo una

disminución en la tasa de crecimiento de los individuos, una disminución de los

valores del &13C del animal en comparación con la dieta, y un fraccionamiento del

nitrógeno de entre 2 y 3 %O. Sin embargo, cuando la dieta tuvo una relación C : N

entre 5 y 6, la tasa de crecimiento aumentó, y el fraccionamiento de carbono (- 0.1

a 0.2 %o) y nitrógeno (0.1 - 0.9 %o) fue mínimo en comparación con los valores

obtenidos cuando la dieta tuvo proporciones C : N de 23 y 17.

Estos autores concluyeron que el fraccionamiento isotópico a nivel molecular

depende de la calidad de la dieta, los requerimientos fisiológicos de la especie

durante procesos normales como el crecimiento, el recambio de los tejidos, el

balance de nitrógeno y la producción de energía metabólica. Estos autores

sugieren que otra posible explicación es que el fraccionamiento isotópico del

nitrógeno depende de la calidad de la proteína de la dieta y del estrés metabólico

causado por una dieta pobre en proteínas (Fantle el al. 1999)

Adams y Sterner (2000) variaron el contenido de nitrógeno en la dieta de

Daphnia magna para evaluar la relación existente entre los valores de Ó
15N y la

relación C : N de la dieta. Sus resultados indican que el enriquecimiento de 15N

está fuertemente relacionado con la relación C : N, en un rango que va desde O a
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las 6 %O. Además, los valores de ~15N de los organismos están inversamente

relacionados con el contenidode nitrógeno de la dieta.

Estrés nutricional y ayuno (inanición): Cuando una dieta contiene solo los

niveles mínimos de aminoácidos esenciales para permitir el mantenimiento de los

procesos fisiológicos o cuando un organismo carece de alimento por un período

largo de tiempo (ayuno o inanición), el resultado es el pobre desempeño de un

animal, ya que la carencia de nitrógeno limita la síntesis de compuestos

nitrogenados como aminoácidos, purinas, pirimidas, etc. (Morris, 1991). Durante

este proceso el balance de nitrógeno suele ser negativo (Wilson et al. 1978).

Cuando un animal no recibe alimento, independientemente de la actividad

física que realice, efectúa una gran variedad de procesos internos que son

esenciales para la vida. Dichos procesos incluyen la respiración, circulación,

mantenimiento de la tonicidad muscular, producción de secreciones internas, etc.

Así, ante la ausencia de los nutrientes necesarios para realizar estas actividades

el organismo debe evitar la destrucción de sus propios tejidos. Este proceso se

conoce como "catabolismo del ayuno" (Maynard et al. 1981).

Cuando un organismo está sometido a condiciones de ayuno o estrés

alimenticio, las concentraciones de glucosa, ácidos grasos, cuerpos cetónicos y

aminoácidos en el torrente sanguíneo tienden a disminuir, y los patrones de flujo

de metabolitos en la sangre de un tejido a otro son diferentes a la de aquellos que

se han alimentado correctamente (Gibson y Harris, 2002). Por lo tanto, las

condiciones de ayuno pueden cambiar las condiciones fisiológicas de un

organismo. Por ejemplo, tras un ayuno de toda la noche, casi todo el glucógeno

hepático y la mayor parte del glucógeno muscular se han gastado (Lehninger et al.

1995). A las 24 horas la concentración de glucosa de la sangre comienza a

disminuir, la secreción de insulina se frena y se estimula la secreción de glucagón

(Lehninger et al. 1995). Durante el período de inanición se incrementa la síntesis

de hormonas que estimulan la gluconeogénesis (producción de glucosaa partir de

otros metabolitos; Guyton, 1994). Este proceso ocurre tanto en mamíferos como

en aves (Maynard etal. 1981; McDonald eta1.1995)
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Este fenómeno produce el incremento en la concentración de aminoácidos, los

cuales son utilizados en los procesos de desaminación y transaminación, además

de su conversión en glucosa. Por lo tanto, un periodo de disminución del aporte de

proteínas, ya sea por estrés nutricional o por inanición, da como resultado la

degradación de las proteínas tisulares para mantener una cantidad adecuada de

glucosa para sostener la producción de energía en los tejidos críticos tales como

el cerebro (es decir, se recicla el nitrógeno; Lehninger et al. 1995).

Una pequeña parte de la glucosa sintetizada puede ser convertida en

glucógeno, el cual es almacenado en el hígado y en el músculo, pero la mayor

parte de esta glucosa es liberada en el torrente sanguíneo, causando una

elevación en los niveles de glucosa, además de reducirse la asimilación de la

glucosa y aminoácidos en los tejidos periféricos (Randall et al. 1997). Los

glucocorticoides también estimulan la movilización de ácidos grasos almacenados

en los tejidos adiposos, los cuales pueden ser usados como sustrato para la

gluconeogénesis en el hígado o metabolizados directamente en el músculo para

proveer de energía para la contracción (Ganong, 2000). En conjunto, todos estos

procesos están encaminados a incrementar la disponibilidad de energía rápida en

los tejidos nervioso y muscular. Los glucocorticoides tienen otros efectos

incluyendo la estimuJación de secreciones gástricas y la inhibición de la respuesta

inmune (Randall et al. 1997).

La mayor parte de las proteínas consumidas durante el ayuno provienen del

hígado, bazo y músculos, y solo un poco del corazón y del encéfalo (Ganong,

2000). Durante el ayuno, el músculo oxida los aminoácidos ramificados hasta CO2

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 músculo puede

proceder de aminoácidos ramificados (Sánchez-Jiménez y Núñez, 1991).

Durante el período de inanición el ser humano sintetiza varios gramos de

glucosa al día, la mayor parte de la cual se produce en el hígado (aunque la

corteza renal también sintetiza una cantidad apreciable de glucosa). La pérdida de

proteínas 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 continúa la inanición, una

proporción 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 inanición muestran un incremento

progresivo en las proporciones 15N¡14N cuando la masa corporal disminuye

(Gannes el al. 1997) debido a que se reduce la ingesta de nitrógeno (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 15N son los mismos que causan el fraccionamiento trófico del

nitrógeno, aunado al hecho de que el nitrógeno excretado no es reemplazado por

el proveniente de las proteínasde la dieta (Gannes el al. 1997).

Cabe señalar que el balance del nitrógeno es una suma algebraica de todas

las sumas y perdidas de nitrógeno en todos los tejidos del cuerpo, de modo que

podrá ocurrir que algunos tejidos estén ganando nitrógeno mientras que otros

tejidos lo estén perdiendo (Oelbermann y Scheu, 2002). En conclusión, los tejidos

metabolicamente activos (como por ejemplo el hígado) muestran más fácilmente

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 el al. 1993).

Recambio de proteínas y síntesis de tejidos: las proteínas animales con

pocas excepciones (pelo, pezuñas, uñas y piel) se encuentran en un estado

dinámico y continuamente son degradadas y sintetizadas a partir de las proteínas

existentes (además de las proteínas que ingresan en el organismo; Morris, 1991;

Lehninger el al. 1995). Algunas de las proteínas del cuerpo tienen tasas de

recambio muy lentas (colágeno y elastina entre otras), mientras que otras

recambian muy rápidamente (por ejemplo, las proteínas del hígado o las del

intestino; Hawkins, 1991).

Los animales adultos requieren de un suministro regular de aminoácidos para

remplazar aquellos aminoácidos que han sido degradados o que no pueden ser

utilizados de nuevo (McDonald el al. 1995); mientras que en los animales en

crecimiento, la tasa de renovación de las proteínas se incrementa, y está asociada
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con las necesidades del nuevo tejido. Durante este proceso algunos aminoácidos

se requieren en mayor proporción que otros (Morris, 1991).

Durante el crecimiento, se intercambia el equilibrio entre los aminoácidos y las

proteínas corporales a favor de estas últimas, de manera que la síntesis excede la

degradación (Ganong, 2000). Cuando un organismo presenta un rápido

crecimiento y la dieta de la cual se alimenta le provee energía y nutrientes

suficientes da lugar a una rápida biosíntesis de estos materiales para la formación

el tejido nuevo (cuando el balance es positivo; Wilson el al. 1978). Por lo tanto, el

valor isotópico del tejido en cuestión será similar al de la dieta (Fantle el al. 1999).

De tal manera, cuando se toman muestras de tejido como pelo o plumas, los

valores isotópicos de éstos solo proporcionan información de la dieta durante el

período en el cual crecieron (Mizutani el al. 1992).

Al comienzo de la vida (incluyendo la vida prenatal), los tejidos nervioso y óseo

tienen prioridad sobre los nutrientes disponibles y crecen con rapidez, le sigue el

tejido muscular y, finalmente, el tejido adiposo (McDonald el al. 1995). Por el

contrario, cuando un organismo no tiene el suplemento alimenticio adecuado de

nutrientes, puede inhibirse el crecimiento o aumentar la tasa catabólica de

proteínas y lípidos para proveerse de nutrientes (de manera similar a lo que

sucede durante los períodos de ayuno o estrés alimenticio; Fantle el al. 1999); y

asignarlas para el desarrollo de ciertos tejidos. Hatch el al. (1995) compararon el

desarrollo y crecimiento de gallinas sometidas a estrés alimenticio con gallinas

alimentadas ad libilum y encontraron que el desarrollo de las plumas de ambos

grupos fue similar.

Los aminoácidos producidos por el catabolismo de las proteínas son

deaminados formando cetoácidos, una porción de los cuales son reaminados y

reincorporados en los tejidos corporales. Cada transaminación resulta en el

fraccionamiento isotópico que aunada con la excreción del nitrógeno dan como

resultado la disminución de 15N y la retención de aminoácidos enriquecidos

(Gannes el al 1997). Debido a que la proporción de incorporación de estos

aminoácidos reciclados depende de la proporción de recambio de los tejidos
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relevantes, los mayores enriquecimientos de 15N deben encontrarse en tejidos con

altas tasas de recambio (Webb el al. 1998).

Recientemente ha sido debatida la idea de que los contenidos de 15N en tejidos

animales se incrementan con la edad (Owens, 1987). Los resultados reportados

por Fantle el al. (1999), Adams y Stemer (2000), Oelberman y Scheu (2002),

apoyan esta idea. En contraste Minagawa y Wada (1984), Hobson y Clark

(1992b), Webb el al. (1998), Roth y Hobson (2000) y Ponsard y Averbuch (1999)

no encontraron ninguna correlación entre los valores de fraccionamiento y la edad.

Para la aplicación del análisis de isótopos estables en la descripción de

patrones tróficos es importante tomar en cuenta algunas consideraciones

relacionadas con la edad del individuo:

a) Pueden existir diferencias en los valores isotópicos entre crías y madres

de mamíferos, debido a que las crías se alimentan de la leche materna, lo cual

puede situarla en un nivel trófico superior al de la madre, y en algunos casos

puede sobreestimarse los ítems consumidos por las crías (Jenkins el al. 2001).

b) Algunos animales cambian de hábitos alimenticios de acuerdo a sus

etapas de su desarrollo (Hobson y Clark, 1992b); y

e) Las concentraciones de ácido úrico y urea alcanzan niveles potenciales

en el plasma sanguíneo, particularmente cuando se incrementa el recambio de

proteínas durante el crecimiento (Bearhop el al. 2000). Lo que puede tráducirse en

un mayor fraccionamiento isotópico (Bearhop el al. 2000; Bearhop el al. 2002).

Excreción del nitrógeno: los mamíferos no tienen un sistema de

autorregulación que permita la utilización de los aminoácidos ambientales, por lo

tanto tienen que eliminar el exceso de aminoácidos por medio una ruta catabólica

(Sallach y Fallen, 1969). La mayoría de los animales terrestres excretan el

nitrógeno aminico en forma de urea, por lo que se denominan urotélicos. El

amoníaco en las mitocondrias de los hepatocitos se convierten en urea mediante

el ciclo de la urea; la producción de la urea tiene lugar casi exclusivamente en el

hígado y representa el destino de la mayor parte del amoníaco allí canalizado

(Lehninger el al. 1995)
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Los animales excretan nitrógeno principalmente en tres productos finales:

amonio, urea y ácido úrico. Mucho del nitrógeno que compone estos compuestos

representa el nitrógeno amínico removido durante el catabolismo. Los

aminoácidos provenientes de la dieta en cantidades que exceden las cantidades

necesarias para el crecimiento y mantenimiento de la tasa de recambio de las

proteínas son preferentemente degradadas sobre los carbohidratos y los Iípidos

(Campell,1991).

Una de las consecuencias del catabolismo de los aminoácidos es la producción

de amoníaco, que es muy tóxico (Lehninger el al. 1995). Parte del mismo, debe

emplearse en procesos de aminación, para la síntesis de aminoácidos en el

organismo. En este caso, el amoniaco reacciona con el a-cetoglutarato para dar

glutamato que seguidamente se utiliza en la síntesis (Lehninger el al. 1995). La

mayor parte del amoníaco se excreta, en forma de urea en los mamíferos y de

ácido úrico en las aves (McDonald el al. 1995). La desaminación de los

aminoácidos tiene lugar en todos los órganos del cuerpo (Ganong, 2000). En la

mayoría de los tejidos, el amoníaco se convierte en glutamina antes de ser

transportada hasta el hígado (Murray el al. 1998). En el músculo la alanina ocupa

el lugar de la glutamina. Después el amoniaco se regenera para la síntesis de urea

(McDonald el al. 1995).

El ciclo de la urea se lleva en mayor parte en el hígado. A partir de la

desaminación de los aminoácidos, se produce NH4, 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 hígado, la cual cataliza la hidrólisis

reversible de la arginina en urea y ornitina. (Lehniniger el al. 1995). La urea tiene

la ventaja funcional de ser una molécula muy hidrosolubre e inocua, con una

elevada proporción de nitrógeno en su composición (Kay, 1998), lo que permite su

eliminación, con relativamente escasa inversión de energía por el organismo al ser

concentrada en la orina y eliminada al exterior (Alemany, 1986).

Cuando existe un exceso de aminoácidos, estos son rápidamente

catabohzados a amonio. En los mamíferos, el amonio es rápidamente convertido

en urea y distribuido en el pool hídrico (Bondi, 1988) Cerca del 88% del nitrógeno

18



Efecto de la dieta en el fraccionamiento isotópico de De y 15N

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 riñón, ya que una

porción pasa al intestino, donde está sujeta a modificación bacterial, produciendo

amonio y proteínas bacteriales, las cuales son eliminadas posteriormente a través

de las excretas (Maynard et al. 1981). Otra manera de eliminar el nitrógeno podría

ser a través de la producción de leche, por el sudor, desprendimiento de piel y por

crecimiento de uñas y pelo (Lehninger et al. 1995).

Aunque la mayoría del nitrógeno corporal esta conformado por aminoácidos

(Ganong, 2000), no podemos asumir que todo el nitrógeno es isotópicamente

idéntico (Shoeller, 1999), ya que se ha demostrado la existencia de variaciones

isotópicas entre aminoácidos (Hare et al. 1991). El fraccionamiento del nitrógeno

ocurre cuando el isótopo ligero es excretado como NH3, mientras que el nitrógeno

remanente es en su mayor parte 15N (Steele y Daniel, 1978; Minagawa y Wada,

1984; Gannes et al. 1998).

Los animales que consumen una dieta limitada o libre de nitrógeno pero

adecuadas en los demás aspectos, siguen perdiendo nitrógeno en las heces y la

orina. El nitrógeno de las heces procede de las enzimas y restos de células del

tracto digestivo, así como de restos de microorganismos (Maynard et al. 1981). El

nitrógeno urinario desciende hasta estabilizarse, lo cual sugiere que los animales

disponen de una reserva proteica que puede utilizase en las épocas de escasez

de nitrógeno (Bondi, 1988). Al volver a administrar nitrógeno en la dieta, la

cantidad de nitrógeno excretado en la orina aumenta como consecuencia de la

pérdida de aminoácidos procedentes de los alimentos que no pueden utilizarse

(Bondi, 1988). La excreción total de nitrógeno puede variar de acuerdo a la dieta y

al estado fisiológico del individuo, pudiendo ser mayor cuando el consumo de

proteína es alto o menor cuando una dieta con bajo contenido de proteína es

consumida (Linder, 1991).

El fraccionamiento isotópico del nitrógeno asociado con el ciclo de excreción

ha sido usado en estudios de poblaciones de vertebrados para explicar las

fluctuaciones de ~15N en función de las condiciones ambientales (por ejemplo de
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estrés hídrico; Ambrose, 1991). Los animales tolerantes a la sequía generalmente

tienen valores más bajos de 615N que aquellos que están obligados a tomar agua

(Sealy el al. 1987).

Metabolismo del carbono:

El fraccionamiento trófico del 13C en los tejidos de los consumidores es en

promedio de 1 %o (Oebermann y Scheu, 2002). Debido a que este isótopo no sufre

cambios sustanciales en su paso por el organismo, se ha usado para indicar la

contribución relativa de las plantas con diferentes rutas fotosintéticas en la dieta

(Gannes el al. 1997), entre otras aplicaciones (Hobson y Clark, 1992a).

La reconstrucción de dietas utilizando los 613C 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 dirección del enriquecimiento

trófico, así 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 13C puede

ser reforzada con el conocimiento de los mecanismos con los cuales los

componentes bioquímicos 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 isótopo del

carbono por los consumidores puede estar asociado a varios procesos que

pueden contribuir al enriquecimiento como son la incorporación preferente de los

compuestos de 13C durante la digestión, el fraccionamiento metabólico durante la

síntesis de diferentes tipos de tejidos, y la pérdida preferencial del 12C en el CO2

durante la respiración.

Incorporación preferente de los compuestos de 13C durante la digestión y

los procesos metabólicos el aparato gastrointestinal es la vía de entrada a

través de la cual ingresan sustancias nutritivas, vitaminas, minerales y líquidos al

cuerpo. Las proteínas, grasas y carbohidratos son desdoblados en unidades

absorbibles, principalmente en el intestino delgado (Ganong, 2000) El resultado
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final de la acción de las enzimas digestivas es la transformación de los alimentos

en compuestos que puedan ser absorbidos y asimilados (McDonald el al. 1995).

Estos productos son, para los carbohidratos, los monosacáridos (principalmente la

glucosa); para las proteínas, los aminoácidos; para el triacilglicerol, los ácidos

grasos, el glicerol y los monoacilgliceroles; y para los ácidos nucleicos, las

nucleobases, los nucleósidosy las pentosas (Mayes, 1997).

Debido a que todos los tejidos son un complejo de proteínas, carbohidratos y

grasas, es importante tomar en cuenta que cada uno de esos componentes

pueden sufrir fraccionamiento en diferente grado o en diferente dirección (Hatch el

al. 1995). las diferencias en los valores isotópicos del carbono entre lípidos y

otros componentes pueden ser explicadas por el proceso de fraccionamiento del

isótopo de carbono durante la síntesis o asimilación de estos nutrientes (Focken,

2001).

Por ejemplo Hatch el al. (1995) reportaron que los cambios observados en los

valores de 13C 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 aminoácidos. Esto concuerda con los resultados de Hare el al. (1991)

quienes aislaron ocho aminoácidos del colágeno del hueso de puercos en

crecimiento y encontraron que todos ellos estaban enriquecidos en 13C en

comparación con los mismos aminoácidos provenientesde la dieta.

Además se debe tomar en consideración otros procesos fisiológicos, como son

por ejemplo la muda y la reproducción, los cuales requieren una mayor demanda

de energía, y no es claro cuál es el efecto de estos procesos en las reservas

endógenas del cuerpo. Por ello se han realizado algunos estudios concernientes

con la dinámica de los nutrientes durante estos procesos para establecer la

dinámica de la pérdida de tejidos o la movilización de nutrientes durante estos

procesos (Hobson y Clark, 1992a).

Otro factor importante que debe tomarse en cuenta, son las relaciones

existentes entre las diferentes rutas metabólicas de las proteínas, carbohidratos y

Iípidos (Ganong, 2000), y los procesos de eliminación de estos componentes

(McDonald el al. 1995).
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El fraccionamiento metabólico durante la síntesis de diferentes tipos de

tejidos: los procesos metabólicos y fisiológicos de este proceso fueron descritos

en la sección de metabolismo del nitrógeno. En el trabajo desarrollado por DeNiro

y Epstein (1978) se mostró que en animales pequeños los Ó
13C son similares a los

Ó
13

C de la dieta, aunque con un ligero enriquecimiento en 13C. Datos aportados

por Tieszen et al. (1983) demuestran que el recambio isotópico es diferente

dependiendo del tejido analizado, siendo más rápido en hígado y grasa (vida

media de 6.4 y 15.6 días respectivamente), mientras que este período fue mayor

en músculo, pelo y cerebro.

La pérdida preferencial del 12C que constituye el CO2 durante la

respiración: El metabolismo de los carbohidratos y grásas, dos de los mayores

componentes nutricionales de los animales, dan como resultado la producción de

dióxido de carbono yagua como productos de desecho. El dióxido de carbono es

removido vía exhalación por los pulmones mientras que el agua es removida por

los órganos excretores (Kay, 1998). En los animales, el fraccionamiento isotópico

del carbono ocurre primariamente durante la respiración con la pérdida

preferencial del 12
C que forma el 12C02, durante la oxidación del los grupos acetilo

derivados del catabolismo de los Iípidos, proteínas y carbohidratos (Hobson et al.

1993). Sin embargo, estos efectos de fraccionamiento son generalmente menos

pronunciados que los descritos para el nitrógeno (Focken y Becker, 1998) o

inexistentes (Teeri y Schoeller, 1979)
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1.2 Justificación

Recientemente, el análisis de isótopos estables se ha incorporado a la batería

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 ecológica dentro de este grupo de mamíferos

(Neuweiler, 2000), existen dos estudios sobre los valores de fraccionamiento

tráfico en dos especies de murciélagos nectarívoros. Voigt et al. (2003)

determinaron el fraccionamiento isotópico de 13C en sangre, los cuales fueron de

2.8%0 y 2.7%0 para L. curasoaey G. soricins respectivamente. Por otro lado Voigt y

Matt (2004) obtuvieron experimentalmente los valores de fraccionamiento

isotópico de 15N en sangre de L.curasoae y G. soticine. los cuales fueron de 3.0%0

y 3.2%0, respectivamente. En ambos casos, los murciélagos registraron pérdidas

de peso (aproximadamente 8% de su peso corporal). Los resultados de estos

autores están influenciados por la pérdida de peso de los animales, lo que puede

afectar la validez de los resultados obtenidos, así como limitar su generalización.

De acuerdo con estos autores la pérdida de peso en estos murciélagosfue 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 et al. 1999; Webb et al. 1998), puede afectar la dirección y

magnitud del fraccionamiento isotópico del nitrógeno. Estos autores sugieren que

debido a que las proporciones C : N disminuyen a lo largo de los niveles tróficos

(por ejemplo los carnívoros ingieren más proteínas que los herbívoros y

omnívoros) se espera una mayor fraccionamiento isotópico en los niveles tróficos

superiores (Ponsard et al. 1993). Sin embargo, algunos autores han obtenido

resultados completamente diferentes a los anteriores. Así, bajo condiciones

experimentales controladas, se ha reportado un mayor fraccionamiento isotópico

cuando un animal ha sido alimentado con una dieta vegetal (alta proporción e : N)

en contraposición con el fraccionamiento isotópico obtenido cuando ha sido
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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).

Por otro lado, el efecto de las proporciones C : N en el fraccionamiento

isotópico de 13C ha sido evaluado en muy pocos trabajos (Fantle el al. 1999;

Oelberman y Scheu 2002 y Pearson el al. 2003), dichos trabajos coinciden en que

el fraccionamiento isotópico del 13C es mayor a mayores concentraciones de

carbono.de la dieta.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal evaluar el efecto de la

variación en la proporción C : N de la dieta en el fraccionamiento isotópico de y

15N en la sangre de un murciélago omnívoro (Glossophaga soricina, Chiroptera:

Phyllostomidae) en condiciones de laboratorio. Aún cuando existe evidencia de

que las proporciones C : N, influyan directamente en el fraccionamiento isotópico

del 13C, en este trabajo se evaluará la magnitud y dirección del fraccionamiento

isotópico del 13C, y se evaluará la relación existente entre la concentración de C en

la dieta y el fraccionamiento isotópico del 13C. Para cubrir los objetivos se alimentó

un grupo de murciélagos con dos dietas experimentales, la primera de ellas con

una proporción carbono - nitrógeno (C : N) de 26.4 y la segunda con una

proporción C: N de 17.6.
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HIPÓTESIS:

El fraccionamiento isotópico del nitrógeno está inversamente relacionado con

la proporción e : N de la dieta, por tanto el fraccionamiento isotópico del 15N será

mayor a menores proporciones C: N. El fraccionamiento isotópico del carbono está

directamente relacionado con la concentración de este elemento en la dieta por lo

que a mayor concentración de carbono será mayor el fraccionamiento de 13C.

o B JET I V O GENERAL

Evaluar el efecto de la concentración relativa de C : N en la dieta, sobre el

fraccionamiento isotópico de B15N en la sangre de un murciélago omnívoro

(G/ossophaga soricina, Chiroptera: Phyllostomidae), bajo condiciones de

cautiverio.

Evaluar el efecto de la concentración de carbono en el fraccionamiento

isotópico de B13C en sangre de Glossophaga soricina bajo condiciones de

cautiverio.

Objetivos particulares:

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

fraccionamiento isotópico de 13C y 15N a través del tiempo.

• Determinar el balance de nitrógeno de los individuos alimentados con la dieta 1

y 2 respectivamente

• Determinar la dirección y magnitud del fraccionamiento isotópico (') 13C Y (')15N

• Evaluar el efecto de las proporciones C : N en el fraccionamiento isotópico de

15N en sangre de G. soricina.

• Evaluar el efecto de la concentración de C en el fraccionamiento isotópico de

13e en sangre de G. soricina.
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CAPíTULO 11:

MÉTODO

2.1 Sujeto de estudio:

El presente estudio se realizo con individuos de la especie Glossophaga

soricina handleyi.

Características generales: La especie es de talla pequeña: la longitud del

antebrazo es menor de 38 mm (Medellín el 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 está escotado en su porción media. La

lengua es protráctil y está provista de papilas filiformes. La membrana interfemoral

es amplia y en ella está incluida la cola, con excepción de su porción media distal

que es libre. La coloración varía de gris-acanelado a café canela con el vientre es

más claro (Villa, 1966). La lengua tiene una gran cantidad de papilas

especializadas para colectar néctar. El aparato digestivo es modificado para

procesar néctar en corto tiempo (Arita y Martínez, 1990). Sin embargo, Pacheco­

R. y Salazar (1990) señalan que el estómago es muy especializado, y señalan que

de acuerdo a la anatomía gástrica se muestra hasta cierto punto una

reminiscencia de sus hábitos alimentarios insectívoros y de frutas blandas.

Diagnosis: El cráneo presenta el rostro largo y la caja craneana semiglobosa y el

arco cigomático simple. Las diferencias entre esta especie y G. comissarisi son a

nivel de cráneo son que G. soricina presenta incisivos procumbentes y el

premaxilar alargado, mientras que G. commissarisi no tiene incisivos

procumbentes ni el premaxilar alargado (Medellín y Arita, 1997; Ceballos y

Miranda, 1986).

Distribución en México: Esta especie se distribuye por la vertiente del Pacífico

desde Sonora y en el Golfo de México desde Tamaulipas hasta Paraguay y hasta

el norte de Argentina. Esta especie también se ha encontrado en algunas islas

adyacentes a la región norte de Sudamérica (Álvarez el al.1991)
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Patrón reproductivo: Varios autores sugieren que G. soricina tiene el patrón

reproductivo de los murciélagos frugívoros, con picos bimodales de preñez y

lactancia, es decir, es Poliestrico Bimodal (Fleming, el al. 1972; Rasweiler, 1973;

Heithaus, el al. 1975; Wilson, 1979; Sánchez, el 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 variación geográfica, además de que algunos

autores creen que los períodos de preñez, lactancia y destete de tos murciélagos

nectarívoros están sincronizados con los ciclos de abundancia de recursos (picos

de floración y fructificación; Fleming, 1972; Willing, 1985, 1993), pero hay que

contar con los datos precisos de la fenología (Arita y Martínez, 1990).

Hábitos alimentarios: Los hábitos alimentarios de G. soricina han sido

estudiados por muchos autores, los cuales han reportado que esta especie

consume una gran variedad de frutas, polen néctar e insectos. Se cree que estos

organismos son poco específicos en lo que a fuentes de alimentación se refiere

(Boncorso y Gush, 1987; Arita y Martínez, 1990; Howell y Burch, 1974). Gardner

(1977) reporta que esta especie está considerada como netamente omnívora o

facultativa y concuerdan con esto los resultados obtenidos por Fleming el al.

(1972), Pacheco y Salazar (1990) y Ayala y D'Alessandro (1973). Lemke (1984)

considera a esta especie como polinívora. Quiroz el al. (1986) consideran a esta

especie como polinofaga facultativa y que satisface sus necesidades nutricionales

con otros recursos alimentarios tales como invertebrados (insectos y arácnidos) y

néctar. Además, indican que sus características morfológicas y fisiológicas ponen

de manifiesto su capacidad para suplir su dieta con el consumo de partes florales,

frutos e insectos.

La mayoría de los trabajos existentes sobre hábitos alimentarios de G soricina

se hicieron con base a un análisis de contenido estomacal, examen de heces o

por observación directa del autor. Entre los alimentos consumidos por esta

especie se encuentran:

a) Frutos: Se reporta el consumo de Munlingia cetebure (Ramírez-Pulido y

Armella, 1987), Piper ama/go, Ficus ovalis, Cecropia pe/tata (Bonaccorso y Gush,

1987), P. hispidum, P. eurñum, e obtusifolia (Gaona, 1997), y miembros de la
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familia Melastomaceae (Howell y Burch, 1974). Heithaus el al. (1975) encontraron

remanentes de frutos de siete especies, predominantemente Munlingia calabura.

Willing (1993) reporta que en Brasil esta especie tiene preferencia por Solenum y

Visma.

b) Polen y néctar: Se reporta el consumo de polen de Psudobombax e/liplicum

(Arita y Martínez, 1990; Eguiarte, el al. 1987); Agave sp. (Lemke, 1984), Inga sp,

Musa paradisiaca, Macuna sp., Pilcaina sp., Crescenlia sp., así como polen de las

familias Hymenaceae y Bombacaceae (Howell y Burch, 1974). En Guerrero se

encontró polen de Bauhinia ungulala, Ipomoea sp., Combrelum farinosum, y de la

familia Cactaceae (Quiroz el. el., 1986). Heithaus el al. (1974) encontraron polen

de cerca de veinte especies predominando el polen de Crescenlia 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 región

de Chamela reporta que se encontró polen de 15 especies de plantas (Stoner,

2003).

e) lnsectos; Se han encontrado restos de Lepidópteros (Howell y Burch, 1974),

arácnidos (Quiroz, el al. 1986) e himenópteros (Willing, 1993).

Hábitos generales de comportamiento: G. soricina es de hábitos gregarios y

forma colonias numerosas, en las cuales a/ parecer no hay segregación sexual

(Coates-Estrada y Estrada, 1986). Esta especie vive en cuevas y se ha

encontrado asociada con Slurnira sp. (Corona, 1993), Artibeus jamaicensis y

Macrotus walerhousii (Goodwin, 1970). Sus refugios diurnos genera/mente se

encuentran cerca de árboles con frutos y en la vegetación riparia (Ceballos y

Miranda, 1986). Esta especie es de hábitos de forrajeo solitario, no siempre usa la

misma ruta al volar, de ahí que sea difícil volver a capturarlo (Heithaus el al. 1975).

G. soricina realiza sus actividades de forrajeo a pocos metros de altura

(Bonacorso y Gush, 1987). En contraposición con esto, Ramírez-Pulido y Armella

(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 llevó 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 (18022' latitud norte y

990 52 I longitud oeste) a una latitud de 1640 msnm (Figura 2). La temperatura

media anual en la zona es de 21.9 o C y la precipitación media anual es de 911.1

mm (INEGI 2001).

La vegetación de la zona está compuesta por selva baja caducifolia (Ipomoea

walcottiana, Cordia elaeagnoides, Bursera simaruba, Acacia comigera, Lysiloma

acapulquiensis), pastizal (Hyparrhenia rufa, Panicum maximum, Bouteloa filiformis,

Aristida adscensionis, Digitaria decumbers) , bosque de pino-encino y áreas

destinadas para la agricultura (Zea mays, Phaseolus vulgaris, Mangifera indica) y

la cría de ganado (bovino y caprino, INEGI 2001).

Captura de ejemplares: la captura se llevó a cabo con redes de niebla

colocadas a la entrada y a la salida de la cueva conocida como "Los Siete

Cuartos", además 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.

Adaptación de los murciélagos al cautiverio: los ejemplares se colocaron en

una jaula y se transportaron de inmediato a las instalaciones de la Universidad

Simón Bolívar (Ciudad de México), donde se adaptaron al cautiverio. Durante los

cuatro primeros días, los murciélagos fueron alimentados con trozos de plátano y

manzana. Después de este período, se les alimentó con una dieta proporcionada

por personal de la Universidad Simón Bolívar junto con trozos de fruta. La dieta

fue ofrecida inicialmente en bajas concentraciones hasta llegar a una

concentración media. Los murciélagos permanecieron en las instalaciones de la

Universidad Simón Bolívar durante 24 días. Durante este período murieron cuatro

individuos. Posteriormente los murciélagos fueron trasladados a un bioterio del

Instituto de Biología de la UNAM. Antes de comenzar el trabajo experimental, los

murciélagos fueron sometidos a un período de adaptación (45 días). Durante este
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período se aumentó la concentración de la dieta, hasta llegar a la que se utilizaría

durante el trabajo experimental.

MICHOAtAlJ

OCfAtro
PACIl'ICO

Figura 2. Ubicación de la zona de colecta.

~
"¡

El trabajo experimental se llevó a cabo con ocho individuos, los cuales fueron

alojados en una jaula de 0.64 m2
. La jaula fue construida con madera y recubierta

de malla plástica para evitar que los murciélagos se lastimaran. El bioterio se

mantuvo a temperatura y humedad constante durante todo el tiempo que duró el

trabajo experimental (entre 25 - 2JO e y a 30% de humedad relativa). Desde que

los animales se mantuvieron en cautiverio se pesaron semanalmente en horario

constante con una balanza analítica marca Ohaus con precisión de 0.001 g.
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2.3 Factor de fraccionamiento isotópico:

Para determinar el factor de fraccionamiento isotópico de carbono y nitrógeno

este trabajo se dividió 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 análisis isotópico debido a que recientemente ha

sido utilizada en estudios ecológicos de murciélagos (Fleming el 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 período 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 períodos el tamaño de muestra fue variable (entre 5

y 8 muestras por período). La habilidad para extraer diferentes dases de

información de un único individuo es particularmente útil 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 dividió en varios períodos. El

primer período experimental transcurrió durante 90 días (marzo - agosto), durante

este período se alimento a los murciélagos con la dieta 1. La dieta 1 consistió en

una mezcla leche de vaca, varios cereales en polvo (trigo, avena, arroz y maíz),

plátano yagua. Dicha dieta tuvo una proporción C : N de 26.

Una vez terminado este período y con el propósito de que los animales se

acostumbraran a una nueva dieta (dieta 2) se alimentó 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 último período experimental duró 90 días (septiembre - diciembre), la dieta

experimental (dieta 2), fue una mezcla de varios cereales en polvo: soya, trigo,

avena, arroz y maíz, plátano yagua. Dicha dieta tuvo una proporción C : N de 17.
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La composición, el contenido de nitrógeno, 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 nitrógeno 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 dividió 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 hídrico, ya que ambos factores pueden alterar el fraccionamiento de los

isótopos estables de carbono y nitrógeno (Hobson el al. 1992 b). Desde el inicio

del trabajo experimental diariamente se tomaron muestras del alimento para su

análisis isotópico. El volumen colectado por muestra fue de 1 mI. Las muestras de

alimento analizadas correspondieron a la fecha en que se colectaron las muestras

de sangre.

Obtención 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 colocó en

viales con etanol al 70% y se mantuvo en refrigeración hasta su secado, para

posteriormente llevar a cabo el análisis isotópico. La colecta de sangre se llevó a

cabo cada dos semanas en horario constante.

Preparación de muestras para el análisis isotópico: 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 refrigeración

para su posterior análisis isotópico en el Servicio Canadiense de Vida Silvestre.
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Tabla 2 Composición de las dietas experimentales

Composición Proteína Carbohidratos Energía ~13C ~15N

(g) (%) (%) (KJ) ( %0 ) ( %0 )

Dieta 1 I I - 20.60 ± 0.24 3.8 ± 0.81

(44.80 ± 0.01mg N)

(e: N = 2640 ± 2.79)

Leche I 1.53 56.20 9.77 241.13 - 20.28 54

Cereales 15.36 25.52 27.06 248.06 - 24.23 2.51

Azúcar 7.68 - 16.86 115.97

Plátano 90 18.28 46.31 31643 -25.92 0.64

Agua 475.43

Total 600 100 100 922.59

Dieta 2 I - 22.74 ± 0.47 1.12 ± 0.39

(37.55 ± 0.02 mg N)

( C : N = 17.60 ± 4.56)

Soya 3.75 56.20 - 54.49 -25.37 078

Cereales 15.36 25.52 30.00 248.06 - 24.23 2.51

Azúcar 7.68 - 18.70 115.97

Agua 90

Plátano 48321

I
18.28 51.30 316.43 -25.92 0.64

Total 600 100 100 734.95
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2.4 Balance de nitrógeno: para determinar si las dietas ofrecidas satisficieron

las necesidades de nitrógeno de los murciélagos, se calculó el balance de

nitrógeno, mediante la determinación de la cantidad del nitrógeno consumido y

excretado de cada ejemplar. Para ello, los murciélagos fueron colocados

individualmente en botes de plástico 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 colocó un embudo de plástico a

través del cual se colectó la orina y las heces. El embudo desembocaba en un

vaso de precipitado que contenía 1 mI. de aceite mineral para impedir la

evaporación de la orina.

El alimento fue proporcionado en un volumen constante (60 mI.) a través de

recipientes de plástico cerrados con una pequeña abertura que permitía su acceso

a los murciélagos e impedía la pérdida de alimento por evaporación o

escurrimiento. Este procedimiento se hizo para cada dieta al final de cada periodo

experimental.

Los individuos permanecieron en los botes sólo durante la noche; a la mañana

siguiente, se midió el volumen de orina de cada individuo y se pesaron las

excretas, después de lo cual fueron refrigeradas hasta su posterior análisis.

Debido a que los murciélagos de esta especie son susceptibles al estrés (lo cual

puede alterar las condiciones fisiológicas), 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 nitrógeno 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 quedó

en el recipiente (no consumido). Dicho volumen fue transformado a mg (la

densidad de ambas dietas fue de 1 g/cm3
) 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

nitrógeno excretados Para el cálculo del nitrógeno excretado por vía fecal se
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multiplicó el peso total de las excretas (en mg) por el contenido en mg de N en la

excreta.

Debido a que la cantidad de nitrógeno excretado en la orina no pudo ser

detectado por el analizador elemental, las muestras fueron analizadas en un

espectrofotómetro automatizado Rache Cobasmira-S del Departamento de

Patología de la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNAM. Debido a que dicho

equipo no determina el nitrógeno total, fue necesario realizar una serie de

transformaciones a partir de los datos obtenidos de BUN (blood urinary nitrogen),

ácido úrico, creatinina y amonio, para obtener la cantidad de nitrógeno excretado

en cada uno de estos componentes (en mg). Se asume que la suma de estos

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

El balance de nitrógeno se calculó a partir de la siguiente fórmula:

Balance de nitrógeno =N consumido - N excretado

Donde el nitrógeno excretado es igual a la suma del nitrógeno presente en la orina

más el nitrógeno presente en las excretas. Si las dietas proporcionadas a los

murciélagos satisficieron las necesidades de nitrógeno el balance de nitrógeno

tendrá que ser neutro o positivo (Lehninger el al. 1995).

Para determinar si las dietas proporcionadas durante el presente trabajo

satisficieron los requerimientos mínimos de nitrógeno de la especie (RMN), se

calculo la cantidad de nitrógeno (N en miligramos: mg) consumido por cada

individuo, el valor obtenido fue dividido entre el peso del animal en kilogramos, y

elevado a la potencia- 0.75 (este valor se conoce como peso metabólico vivo;

Delorme y Thomas, 1996)

RMN = consumo de N (mg) I peso metabólico vivo (kg -D75) I día
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2.5 Análisis isotópico: las muestras (sangre o alimento) fueron

pulverizadas en un pequeño mortero y 1 mg de cada muestra fue colocado en una

cápsula y sometida a combustión en un Robo-Prep a 1800°C. Como resultado de

la combustión hubo separación de gases los cuales fueron analizados en un

espectrómetro de flujo continuo (CFIRMS) para la cuantificación de las

proporciones de isótopos estables de nitrógeno y carbono en la misma muestra. El

CFIRMS involucra la medición automática y de manera secuencial de muestras de

isótopos de carbono y nitrógeno no conocidas y las compara con un material de

referencia. Se utilizó un estándar de laboratorio (albúmina de huevo) por cada

cinco muestras de proporción no conocidas en secuencia. Las proporciones de

isótopos estables se reportan como ó denotadas en partes por mil (%o) en relación

con un estándar internacional. El estándar internacional para el carbono fue POB

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

El análisis isotópico involucra el determinar la proporción de los dos isótopos

en la muestra y es expresado por la siguiente fórmula:

ó13C = [C 3C /12C) muestra - (
13C /12C)

PDS]/ C3C PC) PDS - 1} X 1000

Y

Basados en la repetición de estándares, los errores en la medición fueron de ±

0.3 %0 Y ± 0.1 %o para los isótopos de nitrógeno y carbono, respectivamente

(Herrera el al. 2001b).

El factor de fraccionamiento isotópico se consideró como la diferencia entre la

composición isotópica de 15N y 13C 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 isotópico se calculó aplicando la siguiente fórmula
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Donde l1 es el fraccionamiento isotópico, ó~ es el valor isotópico de 13C o de 15N

de la sangre y óMD es el valor isotópico de 13C o de 15N de la dieta (Hobson y

Clark,1992b).

2.6 Análisis estadistico: Debido a que uno de los factores que afectan el

fraccionamiento isotópico 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 existió variación en los pesos de los murciélagos

a lo largo de cada período experimental (comprendiendo a su vez 7 quincenas,

para ambas dietas), se utilizó una prueba de Kruskall-Wallis. También se evaluó la

variación de los pesos de los individuos en cada quincena en comparación 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 proporción C : N diferente (Tabla 2) y que son

isotópicamente diferentes en sus cS13C y cS15N. Para probar la existencia de

diferencias significativas en los valores isotópicos, se utilizó una prueba de U de

Mann - Whitney para los valores de Ú15N, mientras que para los 813C se utilizo una

prueba de t de Student. Para probar si las dietas diferían en sus proporciones C :

N se utilizó una prueba de t de Student.

Uno de los principios de la técnica de isótopos estables, es que el animal

refleja en sus tejidos la composición isotópica de su dieta (Gannes el al. 1998),

una vez que el recambio isotópico ha concluido (Webb el al. 1998), Hildebrand el

al. 1996, reportan que para el oso (Ursus sp.) el recambio se lleva a cabo en

aproximadamente 28 días (Hildebrand el al. 1996)

Para evaluar si el tiempo de recambio ha terminado, se realizó un ANOVA de

medidas repetidas, durante las quincenas 6 y 7 (para ambas dietas) para

determinar si había cambios significativos en los valores de fraccionamiento

isotópico de 13C y 15N durante estos periodos. Se utilizó un ANOVA de medidas

repetidas debido a que los datos obtenidos para el fraccionamiento isotópico de

13C y 15N fueron obtenidos a partir de los mismos individuos (factor repetido)
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La variación 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 período.

Se compararon los valores de fraccionamiento isotópico de 13e y 15N 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 isotópico de 13e y 15N.

Los análisis estadísticos se realizaron en el programa SigmaStat para

Windows Versión 1. En todos los análisis estadísticos se consideró que existieron

diferencias significativas cuando p < 0.05. Todos los resultados obtenidos en el

presente trabajo se reportan como valores promedio ± desviación estándar.
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CAPllULO 111

RESULlADOS:

Los murciélagos se mantuvieron en cautiverio durante quince meses, con una

buena condición física. El proceso de adaptación al cautiverio presentó varias

dificultades, debido a que fas murciélagos de esta especie son nerviosos,

sensibles a los cambios de temperatura y humedad, además de que son frágiles y

tienden a lastimarse fácilmente. 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. Además pasaron por dos períodos

reproductivos (caracterizados por el aumento del tamaño de los testículos)

3.1 Variaciones del peso de los murciélagos durante los períodos

experimentales: El peso promedio de los murciélagos para la dieta 1 fue de 1056

± 0.94 g Y 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 períodos experimentales,

(Kruskall-Wallis K =3.66, 6 g, l., P =0.722 Y K =2.66, 6, g.l. YP =0.885, para la

dieta 1 y 2 respectivamente).

Durante algunas quincenas a través de los periodos experimentales (dieta 1 o

2) existieron pequeñas 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 períodos 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 = ­

338,7 g. t., P = 0.0188), mientras que en el otro existió perdida de peso (quincena

3 vs: 4, los murciélagos perdieron en promedio 0325 g, t-pareada = 4.33, 7 9 1, 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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registró pérdida de peso (quincena 2 VS. 3, con una pérdida del 0424 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 g. l., 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 más del 403%

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

Cada línea representa un individuo. Las flechas indican el principio y final de cada fase

experimental (Dieta 1 y Dieta 2, respectivamente). PA representa el período de

adaptación de los murciélagos de una dieta a otra.

3.2 Dietas: Los porcentajes de Nitrógeno (N) de las dietas experimentales

fueron de 0129 ± 0014 y 0141 ± 0.021, mientras que el contenido de proteínas

fue de 0.809 ± 0091% y 0882 ± 0135% (para las dietas 1 y 2 respectivamente)

Las dietas experimentales presentaron diferencias estadísticas en sus

proporciones e N (prueba t de Student t = 373, 9 g. l., P = 00047), siendo
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menor la proporción e : N en la dieta 2 (17.6 ± 4.56} que en la dieta 1 (264 ±

2.79; Tabla 2).

3.3 Balance de nitrógeno: El consumo promedio de alimento para cada

individuo fue de 38.87 ± 8.19 mi por día y 41.62 ± 5.75 mi por día para las dietas 1

y 2 respectivamente. En las dos dietas el balance de nitrógeno fue positivo (Tabla

3). La cantidad de nitrógeno consumida por los murciélagos equivale a 1481.88 ±

320.66 mg N ¡ kg-o·75 ¡ día (miligramos de nitrógeno ¡ peso metabólico vivo (kg-0 75
) ¡

día), para la dieta 1, mientras que para el segundo experimento fue de 1792.74 ±

273.91 mg N ¡ kg-O.
75 ¡ día (miligramos de nitrógeno ¡ peso metabólico vivo (kg -075}

¡ día; estos valores representan los requerimientos mínimos de nitrógeno, Delorme

y Thomas, 1996)

Tabla 3. Balance de nitrógeno de los murciélagos alimentados con la dieta 1 y 2 (los

valores se reportan como promedio ± desviación estándar). Todos los datos de N están

dados en mg.

Dieta n Alimento N Excretado Balance de Nitrógeno

consumido (mi) N Consumido (Orina + excretas) N consumido - N excretado

6 36.67 ± 6.19 50.35 ± 11.55 28.93 ± 9.75 21.42 ± 7.21

2 8 41.62±5.75 58.77±813 32.90 ± 9.75 25.87 ± 14.32
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3.4 Fraccionamiento isotópico de 13C y 15N: Como se menciono en el

método, durante este trabajo se colectaron muestras de sangre de G. soricine, a lo

largo de cada período experimental (es decir, durante 90 días, para cada dieta); en

las figuras 4 y 5 se pueden observar los cambios en el fraccionamiento de cada

isótopo a lo largo del tiempo. En las gráficas se puede observar que los valores de

fraccionamiento de 13e y 15N sufren cambios notables entre el inicio del

experimento y el final del mismo (para ambas dietas). Sin embargo, es notable que

hacia en las últimas quincenas, los valores de fraccionamiento isotópico tienden a

estabilizarse.

En este trabajo sólo se analizará los datos de fraccionamiento isotópico de

13e y 15N que corresponden a las quincenas 6 y 7 de cada período experimental,

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

Las dietas experimentales fueron significativamente diferentes en <')
13C (prueba t

de Student t =10.7, 12 g. l., P =< 0.0001), y <')
15N (U =21.0, P =< 0.002), siendo

mayores los valores de <')
13e y <')

15N en la dieta 1 (leche; Tabla 4).

Dieta 1 (leche): los valores del factor de fraccionamiento isotópico fueron en

promedio de 1.51 ± 0.20 %o y 4.34 ± 0.23 %o para 13C y 15N respectivamente (n =

10). Durante estos dos últimos períodos, los valores de fraccionamiento de

carbono (ANOVA de medidas repetidas, F =1.67, 1,4 g. l., P = 022) Y nitrógeno no

presentaron diferencias significativas (ANOVA de medidas repetidas, F = 332, 1.4

g. t., P = 0.14.

Dieta 2 (soya): los valores promedio de fraccionamiento del carbono fueron

de 0.25 ± 0.15 %O, mientras que para el nitrógeno fueron de 4.84 ± 036 %0 (n =

14). El análisis estadístico, revela que no existen cambios significativos en el

fraccionamiento de 15N (ANOVA de medidas repetidas, F = 0420, 1,8 g. 1, P =
0.53); sin embargo, el análisis estadístico, muestran que el fraccionamiento

isotópico de 13e presenta diferencias significativas (ANOVA de medidas repetidas,

F1,a=10.1, 1,8g.l, p=0.013),
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Figura 4. Fraccionamiento isotópico de 15N (4A) Y Be (48) en sangre de

Glossophaga soncine, alimentados con la dieta 1, a lo largo del período

experimental (90 días).
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Figura 5. Fraccionamiento isotópico de 15N (5A) Y 13e (58) en sangre de

Glossophaga soricina, alimentados con la dieta 2, a lo largo del período

experimental (90 días).
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3.5 Factor de fraccionamiento isotópico de 13C y 15N en murciélagos con

la dieta 1 VS. dieta 2: existieron diferencias significativas en el factor de

fraccionamiento isotópico de 15N de las dietas (ANOVA F = 8.21, 1,9 g. 1, P =

0.018), siendo el fraccionamiento isotópico mayor en la dieta 2 (4.84 ± 036 %0) en

comparación con la dieta 1 (4.34 ± 0.23 %o). De igual manera, existieron

diferencias significativas entre el factor de fraccionamiento isotópico de 13C de las

dos dietas (ANOVA F = 231.9, 1,9 g. ,. p = < 0.00). El fraccionamiento del 13C fue

mayor en la dieta 1 (1.51 ± 0.20 %o) en comparación con el fraccionamiento de la

dieta 2 (0.25 ± 0.15 %o).

Tabla 4.- Valores promedio (± desviación estándar) de Ó
15N y Ó

13C y del

enriquecimiento trótico (1115N y 1113C) en sangre de G/ossophaga soricina (Gs). Los valores

están expresados en partes por mil (%a). Cada período de tiempo es equivalente a dos

semanas.

Dieta 1 I
n quincena 515N 1115N 513C 1113C

3.8 ± 0.61 -20.60 ± 0.24

Gs 5 6 8.02 ± 0.23 4.22 ± 0.19 -19.24±0.19 1.36±019

Gs 5 7 8.29 ±0.16 4.49 ± 0.16 -18.99 ± 0.18 1.57±018

Dieta 2 1.03 ± 0.43 -22.74 ± 0.47

Gs 7 6 5.85 ± 0.28 4.73 ± 0.28 -22.55 ± 0.14 0.27± O 14

Gs 7 7 5.97 ± 0.32 4.79 ± 0.32 -2269 ± 0.18 012±0.11
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CAPITULO IV

DISCUSiÓN:

Pocos trabajos han investigado el fraccionamiento isotópico en mamíferos (ver

Tabla 1), Y solo uno lo ha evaluado en dos especies de murciélagos (Voigt et al.

2003). Así mismo, pocos autores han evaluado el efecto de la dieta (con diferentes

fuentes proteicas) en el fraccionamiento isotópico del 15N y del 13e (Tieszen et al.

1983; Allen, 1998; Webb et al. 1998).).

En el presente trabajo se evaluó el efecto de la dieta en el fraccionamiento

isotópico de 13e y 15N, en la sangre de Glossophaga soricina. Para ello se

utilizaron dos dietas, una con contribución proteica 100 % vegetal, mientras que la

otra con una contribución del 55% de proteína animal, y del 45% de proteína

vegetal. Los resultados obtenidos permitieron comparar el fraccionamiento

isotópico con dos dietas con proporciones e : N diferentes.

Para la discusión del presente trabajo, y como primer paso, se discutirán los

posibles efectos de algunos factores (como el tiempo de recambio isotópico, el

estrés nutricional y la edad) en el fraccionamiento isotópico, Después se discutirá,

si las dietas experimentales fueron adecuadas para la especie; es decir, sí éstas

cubrieron los requerimientos proteicos de G. soricina. Para finalmente discutir

como influye la proporción e : N en el fraccionamiento isotópico 13e y 15N en la

sangre de G. soricina.

4.1 Fraccionamiento isotópico

El fraccionamiento isotópico que ocurre durante la discriminación enzimática en

los diversos procesos bioquímicos del organismo (DeNira y Epstein, 1978, 1981)

permite el enriquecimiento de los isótopos estables mas pesados entre niveles

tróficos. Este factor de enriquecimiento es en promedio de 3.4 %0 para el 15N

(Fantle et al. 1999) y de 10/00 para el 13e (Oelbermann y Scheu, 2002). En el

presente estudio, el fraccionamiento del 13e fue de 151 ± 0.20 %o Y el del 15N fue

de 4.34 ± 023 %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 %0, mientras que para el

nitrógeno fue de 4.84 ± 0.36 %o.

Pocos estudios han evaluado el fraccionamiento isotópico en sangre (Stelle y

Oaniels, 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 composición sanguínea (Hobson et al.1996), la concentración de

lípidos (Bearhop et al. 2000), urea (Hobson y Clark, 1993) y carbohidratos

(Bearshop et al. 2002), entre otros pueden influir en el fraccionamiento isotópico.

Existen otros factores que pueden afectar el fraccionamiento isotópico como

son el tipo calidad y digestibilidad del alimento consumido (Allen, 1998; Adams y

Stemer, 2000), el balance de nitrógeno (Minagawa y Wada, 1984), las condiciones

ambientales (Ambrose, 1991; Ambrose y OeNiro, 1986), las condiciones del

organismo tales como estrés hídrico (Ambrose y OeNiro, 1986), períodos de

inanición o estrés alimentario (Hobson y Clark, 1992b; Adams y Stemer, 2000), la

edad (Oelbermann y Scheu, 2002), así como procesos metabólicos normales

como la excreción del nitrógeno (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 isotópico se analizará en una sección aparte.

Recambio isotópico: El recambio isotópico se define como el tiempo

requerido para que los valores isotópicos de 15N o 13C alcancen una meseta, y

varía de acuerdo a la especie (Webb et al. 1998), pudiendo ser de días, meses o

años dependiendo del tejido en cuestión (Tieszen et al. 1983). Se ha mostrado

que las proteínas y otros componentes tisulares se encuentran en un estado de

equilibrio dinámico, con síntesis de nuevos componentes y degradación de viejos

componentes (Schimidt - Nielsen, 2001). De manera general, los tejidos

metabólicamente activos (páncreas, hígado, sangre) tienen tasas de recambio

isotópico más 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 isotópico de algunos tejidos puede ser muy lenta, y que la

estimación del cambio trófico cuando se ha cambiado la dieta de un animal puede
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estar influenciada por la proporción isotópica de la dieta inicial, cuando se ha

mantenido al animal durante mucho tiempo en esta dieta (McCutchan el el. 2003)

En experimentos de cambio de dieta para determinar la velocidad de recambio

se ha mostrado que la dieta es determinante en la composición isotópica de los

tejidos animales (Fry y Arnold, 1982; Tieszen el a/. 1983). De acuerdo a los

resultados reportados por Voigt el a/. (2003) la tasa de recambio de 13C en la

sangre de G. soricina es de 120 a 126 días, mientras que para el nitrógeno es de

274 días (Voigt y Matt 2004), en ambos casos el tiempo de vida media del

recambio de estos isótopos es muy largo en comparación con los datos reportados

para otras especies de un mayor tamaño y con una tasa metabólica más lenta.

El recambio isotópico para la sangre ha sido obtenido para algunas especies

de aves como la codorniz (11.4 días; Hobson y Clark, 1992a), cuervos (29.8 días;

Hobson y Clark, 1993a), y para algunos mamíferos. Hildebrand el al. (1996)

encontraron que los isótopos de nitrógeno y carbono en el plasma del Oso negro

(Ursus americanus) tienen una vida media de 4 días, tardando alrededor de 10

días para llegar al equilibrio (o sea a la integración total) de los isótopos al plasma

de los osos. Las células rojas sanguíneas tienen una vida media más larga (de

cerca de 28 días) y requieren de más tiempo para incorporar los cambios de la

dieta.

Durante las dos últimas quincenas de los experimentos realizados en el

presente trabajo no existieron diferencias significativas entre los valores de

fraccionamiento para 15N de ambas dietas; caso contrario para los valores de

fraccionamiento del 13C de la dieta (2), donde existieron diferencias significativas

entre estos valores. En este trabajo no fue un objetivo obtener el tiempo de

recambio isotópico, por lo 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 isotópico es de

23.5 y 25 días para el Ó
13C y Ó

15N, respectivamente (L. Mirón, en preparación), en

ambos casos, el período de tiempo es significativamente menor que los reportados

por Voigt el al. (2003) y Voigt y Matt (2004), para el 13C y 15N respectivamente.

Esta tendencia puede apreciarse en las figuras 4 y 5, en donde se observa, que

48



Efectode la dieta en el fraccionamiento isotópico de Be y ISN

durante los primeros días, las variaciones en los valores de fraccionamiento

isotópico son rápidas, para volverse lentas después y cerca del día 90, ambos

isótopos 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 mínimos de aminoácidos esenciales para permitir el

mantenimiento de los procesos fisiológicos, por lo tanto la carencia de nitrógeno

limita la síntesis de compuestos nitrogenados como aminoácidos, 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 isotópico pueden ser mayores (Gannes et al. 1997), como

consecuencia del reciclaje de nitrógeno (Hobson et al. 1993; Webb et aJo 1998,

Adams y Sterner, 2000)

Hobson et el. (1993) sugieren que bajo condiciones de inanición o estrés

nutricional, una gran proporción de los compuestos nitrogenados son derivados

del catabolismo de las proteínas (y ácidos nucleicos) del mismo organismo.

Debido a que la fuente es enriquecida en los valores de 15N con relacióna la dieta,

un enriquecimiento adicional en el tejido recién formado puede ocurrir. Debido a

que los aminoácidos difieren en sus valores 5 15N, estos cambios pueden permitir

un enriquecimiento en el tejido (Hobson et al. 1993).

Basados en estas observaciones, Gannes et al. (1997) sugieren que los

cambios en los valores de 15N en orina, pelo, y sangre puede ser un buen

indicador de la condición corporal de los animales silvestres, pero los resultados

obtenidos por Ben-David et al. (1999) sugieren que las diferencias observadas en

los valores de 515N 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 selección de la dieta, más que del estrés nutricional.

Voigt et al. (2003) y Voigt y Matt (2004) argumentan que el tiempode recambio

reportado en su trabajo pueden ser explicado bajo dos posibles escenarios: a) la

tasa de recambio fue mayor debido a que los animales entraron en torpor o se

encontraban en estado letárgico, ó 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

movilización de grasas y I o proteínas corporales pudieron afectar las tasas de

recambio .Este último argumento, es al parecer el más viable, ya que estos

autores reportan que durante el período experimental los murciélagos perdieron

cerca del 8 % de su peso corporal inicial, como consecuencia de un déficit de

energía y nitrógeno (Voigt el al. 2003; Voigt y Matt, 2004)

En comparación con los resultados de Voigt el al. (2003), en el presente

trabajo se observó una variación de la masa corporal de aproximadamente ± 5 %,

lo cual coincide con lo reportado por Arends el 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 mayor a este valor puede

dar origen a un cambio drástico en el metabolismo de G. soricina, como lo

demostraron Álvarez el al. (1991), quienes reportan que la pérdida de peso por

noche 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 períodos experimentales fueron mínimas (no existieron diferencias

significativas en ninguno de ellos), además de que las pequeñas fluctuaciones

encontradas durante quincenas adyacentes se equilibraron a lo largo del tiempo.

En comparación con los estudios reportados por Voigt el al. (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 período experimental (como un indicador de

estrés alimenticio) y por lo tanto no afectaron el fraccionamiento isotópico de 13C y

15N. Por lo que podemos asumir que nuestro objetivo fue alcanzado.

Edad: algunos autores han reportado que la edad puede influir en el

fraccionamiento isotópico del nitrógeno (Roth y Hobson, 2000), y esto puede ser

explicado porque durante el crecimiento la síntesis proteica aumenta en gran

medida como consecuencia de la síntesis de tejidos nuevos (Ganong, 2000).

Cuando un organismo crece rápidamente y la dieta a partir de la cual se alimenta

satisface sus necesidades, el valor isotópico de sus tejidos será ligeramente
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mayor al de su dieta (yen muchas ocasiones mayores a las reportadas para los

adultos, por lo que podría existir un sesgo en la interpretación de los datos;

Owens, 1987). Por otro lado, cuando se trabaja con mamíferos es importante

determinar la edad de un animal (si es cría o no) debido a que si un animal se

alimenta de su madre, los valores isotópicos de sus tejidos tendrán un valor por

encima del de sus progenitoras, siendo esta diferencia tan grande como las

existentes entre niveles tróficos (Jenkins et al. 2001).

Recientemente ha sido debatida la idea de que los contenidos de 15N en tejidos

animales incrementan con la edad (Owens, 1987). Los resultados reportados por

Fantle et al. (1999), Adams y Stemer (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 correlación 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 buscó 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 tenían el

pelo de color gris, y la osificación de las falanges era incompleta, por lo tanto se

puede asumir que todos los individuos eran de edades similares. Durante el

período de adaptación se observó 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 nitrógeno

En promedio, los murciélagos consumieron 38.87 ± 8.19 mI y 41.62 ± 5.75 mi

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 (Morrison, 1973;

Fleming, 1982; Howell, 1979; Petit y Pors, 1995). Este consumo aparentemente

exagerado de alimento, puede ser explicado como un mecanismo fisiológico de

compensación 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 nitrógeno contenida en las dietas experimentales (Tabla 2) está

en los rangos determinados en frutos, néctar y polen de los que se alimentan de

manera natural los murciélagos nectarivoros (Howell, 1974; White, 1993; Martínez

del Río 1994; Neuweiler 2000). Los requerimientos de nitrógeno no han sido

reportados para G. soricina, sin embargo resultados preliminares (L. Tico, como

personal) indican que los requerimientos mínimos de nitrógeno para esta especie

son de 115.3 mg N/ kg-O.75/ día.

En el presente trabajo, los murciélagos consumieron un promedio de 1481.88 ±

320.66 mg N / kg°.75/día, y 1792.74 ± 273.91 mg N / kg-0
75/ día en las dietas 1 y

2, respectivamente. En ambos casos el consumo de N fue mayor que el requerido

para satisfacer los requerimientos mínimos de nitrógenó de la especie. Por otro

lado Studier et al. (1994) indican que si la concentración de nitrógeno en las

excretas (N eliminado) es menor que la concentración del nitrógeno en el alimento

(N consumido), entonces la asimilación de dicho nutrimento es rápida. Por tanto,

es posible asumir que las dietas experimentales proporcionadas a G. soncine en el

presente trabajo son de rápida asimilación, por lo que podemos asumir que ambas

dietas satisficieron los requerimientos de nitrógeno de esta especie.

4.3 Efecto de la proporción e : N de la dieta en el fraccionamiento isotópico

de 13C y 15N

Todos los organismos requieren que la dieta de la cual se alimentan les

proporcione proteínas, carbohidratos, lípidos, minerales y vitaminas, en cantidades

suficientes para la síntesis de compuestos necesarios para el mantenimiento,

crecimiento y reproducción (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 metabólicas

normales de un organismo (Randall et al. 1997).

La calidad de la dieta puede juzgarse entre otras cosas, por su contenido de

aminoácidos esenciales y el grado en el cual las proteínas son digeridas y

absorbidas por el cuerpo (Fax y Cameron, 1992). Es importante recalcar que

normalmente las dietas contienen una mezcla de proteínas, y por tanto, el valor
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biológico de las proteínas de la dieta (digerida en su conjunto) puede ser mayor al

de cada componente de la dieta (Fax y Cameron, 1992).

Aparentemente la proporción de C : N de la dieta, también influye en el

fraccionamiento isotópico del 13C (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 relación existente entre el contenido de

proteínas de la dieta (expresada como proporción C : N o aminoácidos totalmente

hidrolizables) y el grado en que los Cangrejos azules juveniles (Callinectes

sapidus) fraccionan el 15N y el 13C. Cuando se alimentó a estos organismos con

dietas con proporciones e : N de 23 y 17, existió una disminución en la tasa de

crecimiento de los individuos, una disminución de los valores del 813C del animal

en comparación con la dieta, y un fraccionamiento del nitrógeno de entre 2 y 3 %O.

Sin embargo, cuando la dieta tuvo una relación C : N entre 5 y 6, la tasa de

crecimiento aumentó, y el fraccionamiento de carbono (- 0.1 a 0.2 %o) y nitrógeno

(0.1 - 0.9 %o) fue mínimo en comparación con los valores obtenidos cuando la

dieta tuvo proporciones C : N de 23 y 17.

Lo expuesto anteriormente puede ser explicado por los procesos metabólicos

básicos como el crecimiento, el recambio de los tejidos, el balance de nitrógeno y

la producción de energía metabólica. Estos autores sugieren que otra posible

explicación es que el fraccionamiento isotópico del nitrógeno depende de la

calidad de la proteína de la dieta y del estrés metabólico causado por una dieta

pobre en proteínas (Fantle et al. 1999).

Los resultado de Fantle et al. (1999) son corroborados por los estudios

realizados por Webb el al (1998) y Adams y Sterner (2000) quienes reportaron

que la baja calidad proteica del alimento puede dar como resultado un alto

enriquecimiento isotópico comparado con el fraccionamiento derivado de

alimentos de alta calidad. El enriquecimiento de 15N y 13C en animales puede

incrementarse con el estrés nutricional y el período de ayuno (Ambrose y de Niro,

1986; Hobson el al. 1993, Adams y Sterner, 2000), motivo por el cual es tan

importante en este estudio el hecho de que los murciélagos no sufrieran
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variaciones (estadísticamente significativas) en el peso corporal a lo largo del

período experimental.

Los resultados obtenidos por Voigt et al. (2003) y Voigt y Matt (2004), están

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 están sometidos los animales durante el período

experimental).

Los datos obtenidos en el presente trabajo indican que existe una relación

entre el fraccionamiento isotópico y las proporciones C : N de la dieta consumida,

idea que es apoyada por varios autores (Allen, 1998; Webb et al. 1998; Fantle et

al. 1999; McCutchan et al. 2003). Debido a que las proporciones C : N disminuyen

a lo largo de los niveles tróficos (por ejemplo los herbívoros ingieren una mayor

proporción C : N que los herbívoros y omnívoros) se espera un mayor

fraccionamiento isotópico cuando un animal ha sido alimentado con una dieta

vegetal (altas proporciones C : N) en contraposición con el fraccionamiento

isotópico 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); así

pues, los valores de fraccionamiento isotópico de una especie que se ha

alimentado de una dieta con menores proporciones C : N son más pequeños que

aquellos reportados previamente cuando la misma especie fue alimentada con una

dieta vegetariana (Focken y Beker, 1998).

El presente estudio demuestra una relación entre el contenido de proteínas

generalmente expresado como proporciones C : N y el fraccionamiento isotópico

(y por tanto con el enriquecimiento trófico de 15N). Los datos obtenidos en el

presente trabajo muestran que en los murciélagos alimentados con la dieta 1 (C :

N = 26), el enriquecimiento trófico del 15N (1l15N) es menor que el encontrado con

la dieta 2 (C : N =17; Tabla 3) .Es decir, el enriquecimiento trófico del nitrógeno es

mayor cuando existe una menor proporción C : N. Esta relación puede ser

explicada por los procesos metabólicos básicos de los organismos, ya que la

magnitud de las diferencias isotópicas entre los consumidores y su dieta, puede
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ser el resultado de un equilibrio dinámico entre la composición de la dieta

consumida, la proporción de nitrógeno excretado y la eficiencia de absorción de

nutrientes (Pinnegar et a/2001).

Aún cuando las dietas de los herbívoros contienen cantidades adecuadas de

proteína, la mezcla de los aminoácidos derivados de la vegetación probablemente

difiera de los requeridos por el animal (Roth y Hobson, 2000). Así pues, los

cambios isotópicos asociados con variaciones en las proporciones C : N, podrían

ser explicado por la eficiencia con que estos recursos son asimilados por los

organismos (Focken, 2001). En general, las proteínas de origen animal casi

siempre son nutricionalmente mejores que las derivadas de vegetales y cereales

(Guyton, 1994). En general, las proteínas vegetales son digeridas en un 70 - 95%,

en comparación con un 85 - 100% de las proteínas de origen animal (Linder,

1991).

En contraste, los murciélagos alimentados con la dieta 1 (C : N =26), muestran

un mayor enriquecimiento isotópico de 13C comparado con el enriquecimiento

obtenido para los murciélagos alimentados con fa dieta 2 (C : N = 17; Tabla 3); lo

que puede indicar que el fraccionamiento isotópico del 13C es menor a menores

proporciones C : N, estos datos son similares a los encontrados por Fantle et al.

(1999), y por Oelberman y Scheu (2002).

Fantle et al. (1999) demostraron la relación existente entre el contenido de

proteínas de la dieta, generalmente expresada como C : N o aminoácidos

totalmente hidrolizables (THAA), y el grado en que los Cangrejos azules

(Callinectes sapidus) fraccionan el 15N y el 13C. Cuando se alimentó a estos

organismos con dietas con proporciones C : N de 23 y 17, se produjo una

disminución en la tasa de crecimiento de los individuos, una disminución de los

valores del1)13C del animal en comparación con la dieta, y un fraccionamiento del

nitrógeno de entre 2 y 3 %O. Sin embargo, cuando la dieta tuvo una relación C : N

entre 5 y 6, la tasa de crecimiento aumentó, y el fraccionamiento de carbono (- 0.1

a 02 %0) Y nitrógeno (0.1 - 0.9 %0) fue mínimo en comparación con los valores

obtenidos cuando la dieta tuvo proporciones C : N de 23 y 17.
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Oelberman y Scheu (2002) encontraron que el enriquecimiento de 13C en

Pardosa tuqubris (Araneae: Lycosidae) depende de la calidad de la dieta; cuando

incrementa la proporción C : N, los valores de fraccionamiento isotópico del 13C

disminuyen, en comparación con los obtenidos cuando se alimenta a P. lugubris

con dietas de bajas proporciones C : N (los valores de fraccionamiento isotópico

son 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 isotópico, mientras que los tejidos de las

aves alimentados con una dieta rica en insectos tuvieron un mayor

enriquecimiento isotópico. De acuerdo con estos autores, el fraccionamiento

isotópico de 13C y 15N a través de los niveles tróficos puede depender de la

concentración de C y N en la dieta (Pearson et al. 2003).

Mientras que el incremento en los valores de fraccionamiento isotópico del 15N

a mayores concentraciones de N de la dieta, es explicado por los mecanismos de

excreción del 15N y a que más aminoácidos son catabolizados como energía

cuando el contenido proteínas de la dieta incrementa (Macko et al. 1986; Pearson

et al. 2003).

Sin embargo no existe una explicación adecuada para el incremento en las

tasas de fraccionamiento isotópico del 13C cuando incrementa el contenido de

carbono de la dieta (Pearson et al. 2003). Otros autores sugieren que el

fraccionamiento isotópico del 13C esta influenciado por la cantidad de lípidos y

otras sustancias ricas en carbono presentes en la dieta y los tejidos animales

(Bearhop et al. 2000), y aún cuando las cantidades de estos componentes son

mínimos en la sangre (Bearhop et al. 2002), el aporte de carbono de cada uno de

estos elementos al pool de carbono corporal deberían de ser analizados.

Los resultados reportados por Chamberlain et al. 2004, demuestran que el

conocimiento de la fuente del fraccionamiento isotópico y su papel bioquímico en

la regulación de los valores 13C de los compuestos individuales de la dieta es

importante en el análisis isotópico de las cadenas tróficas, además de que cada

compuesto no solo puede tener el valor isotópico inicial, sino que también puede
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ser sintetizado a partir de los compuestos existentes, además de los añadidos en

la dieta (asimilación y biosíntesis). Así pues, el uso preferencial del 13e en el

metabolismo de grasas, proteínas y carbohidratos podría explicar los patrones de

fraccionamiento isotópico del 13e (y por lo tanto de las tasas de recambio), en los

tejidos animales (Voigt et al. 2003).

De acuerdo con lo anterior, en un futuro deberán de hacerse pruebas de

laboratorio para determinar las tasas de recambio isotópico y los valores de

fraccionamiento isotópico en condiciones de cautiverio, y con dietascon diferentes

proporciones e: N. Además de que también tendrán que evaluarse el efecto de

los diversos componentes de la dieta en el fraccionamiento isotópicode 13e y 15N.

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

tienen efecto en el fraccionamiento isotópico del 13
e y del 15N.

4.4 Otras consideraciones:

El uso de isótopos estables en la ecología animal ha llegado a ser popular

debido a que los datos son obtenidos de manera relativamente fácil. Sin embargo,

existen varios supuestos asociados con el uso de estos isótopos que no han sido

validados experimentalmente (Owens, 1987; Pearson et al. 2003). Uno de los

supuestos más fuertes es que los tejidos animales tienen una tendencia a igualar

la composición isotópica de los constituyentes de la dieta en un tiempo

determinado (recambio isotópico). Sin embargo, este supuesto puede ser inválido

debido a que los animales asimilan los componentes de la dieta de manera

diferente, además de que los valores de fraccionamiento isotópico dependen de la

actividad metabólica del tejido elegido (Pearson et al. 2003).

El enriquecimiento del 15N a lo largo de las cadenas tróficas puede variar en un

rango de 1.3 a 5.3 %0 (Minawaga y Wada, 1984). Existen pocos estudios que

hayan examinado el efecto del enriquecimiento isotópico en función de la

concentración de N en la dieta (Allen, 1998; Webb et al. 1998; Fantle et al. 1999;

Adams y Sterner, 2000). Es interesante mencionar que se ha adoptado
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universalmente, la cifra de 3.4 %0 para describir el fraccionamiento isotópico del

15N como un indicador del nivel trófico. Sin embargo, los estudios recientes que

reportan valores de fraccionamiento isotópico demuestran, que si bien en algunos

casos es posible extrapolar estos valores a otras especies, esto debe hacerse con

cierta reserva, ya que podría extrapolarse solo en animales que tuvieran dietas y

condiciones metabólicas similares

Además, es importante recalcar la importancia de obtener los factores de

fraccionamiento isotópico (no solo del 13e y15N, sino de otros isótopos como el 34S

y el 180 ) en condiciones de laboratorio, donde la dieta sea homogénea y de

composición isotópica conocida (Hobson et al. 1996). La mayoría de los trabajos

realizados para obtener los valores de fraccionamiento isotópico han sido

obtenidos bajo estas condiciones (ver Tabla 1)

Un tópico muy interesante a discutir en el trabajo reportado por Voigt et al.

(2003) sobre el fraccionamiento isotópico de 13e en dos especies de murciélagos

glossophagineos (Glossophaga soricine y Leptonycteris curasoae), alimentados

con tres diferentes soluciones, el D13e del alimento ingerido fue calculado a partir

del volumen consumido de cada alimento y multiplicado por el 13e de cada

alimento Este cálculo puede ser impreciso debido a que cada individuo puede

presentar una preferencia por una dieta en particular Los valores de

fraccionamiento del 13e obtenidos por estos autores (2.6 ± 0.5 %0) son muy

diferentes a los obtenidos en el presente trabajo (1.51± 0.20 %0 Y de 0.25 ± 0.15

%0, para las dietas 1 y 2 respectivamente). Las diferencias en los valores de

fraccionamiento isotópico del 13e encontradas entre ambos trabajos podrían ser

explicadas por la calidad de la dieta ylo composición e : N, (y por las variaciones

de peso, como consecuencia del estrés alimenticio) ya que Voigt et al. (2003) y

Voigt y Matt (2004) utilizaron una mezcla de néctares, los cuales desde el punto

de vista alimenticio tienen proporciones e : N pequeñas en comparación con las

utilizadas en el presente trabajo
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se trató de controlar la mayoría de los factores que

afectan el fraccionamiento isotópico, y solo dejando como variable el contenido de

C : N, para evaluar el efecto que este factor tiene en el fraccionamiento isotópico.

Los resultados demuestran que existe una relación directa entre el

fraccionamiento isotópico y las proporciones C : N. El fraccionamiento del 13C es

mayor a mayores proporciones C : N; mientras que el fraccionamiento del 15N 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 isotópico, en una especie de murciélagos

omnívoro (G. soricina). Sin embargo, también hay que reconocer que los datos

aquí obtenidos, pueden utilizarse en campo con algunas limitaciones; ya que solo

podrían extrapolarse para otros murciélagos cuando la dieta de estos, sea de

proporciones C : N similares a las utilizadas en este estudio. Esto nos lleva 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 visión completa de todos los posibles escenarios presentes en la

naturaleza.
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Apéndice 1. Análisis estadístico de las variaciones de peso de G. soricina en ambos periodos experimentales.

Período (quincenas) Promedio Promedio Cambio Peso (g) t-pareada gol. p

Leche

1 vs. 2 10.138 ± 1.286 10.736 ± 1.049 0.598 -3.38 7.00 0.0118 >1<

2 vs. 3 10 763 ± 1.049 10.575 ± 1.031 - 0.188 2.31 7.00 0.0541

3 vsA 10575 ± 1031 10.250± 1098 - 0.325 4.33 7.00 0.0034 >1<

4 vS.5 10250 ± 1.098 10.300 ± 1035 O. 20 -0.661 7.00 0.5295

5 vs 6 10300 ± 1.035 10.188 ± 1.023 - 0.112 0.720 7.00 0.4951

6 vs. 7 10.188 ± 1.023 10.250 ± 1.042 0.062 -1.49 7.00 0.1803

Soya

1 vs. 2 10.425±1.I71 10.512 ± 0958 0.087 -0.757 7.00 0.4739

2 vs. 3 10.512 ± 0.958 10088 ± 1.041 - OA24 6.30 7.00 00004 >1<

3 vs. 4 10.088 ± 1041 10AOO ± 1.076 0312 -4.35 700 00033 >1<

4 vs. 5 1OAOO ± 1.076 10A87 ± 0.991 0.087 -IA3 7.00 01949

5 vs 6 IOA87 ± 0.991 10.613 ± 1097 0.126 -1.16 7.00 0.2857

6 vs 7 10613 ± 1097 10300 ± 1003 - 0.013 274 7.00 00289 >1<

7'.'
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