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Resumen
Describimos un método para analizar muestras de polen en heces de murciélagos
nectarivoros, optimizando el analisis palinolégico sin el uso de quimicos fuertes y

en menor tiempo, demostrando las ventajas de nuestro protocolo frente a las
técnicas convencionales de analisis de dietas de animales nectarivoros.
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Abstract

We described a method to analyze pollen samples from nectarivore bats’ hez. With
this protocol is possible to extract the grain of pollen without strong chemicals and
in a less time. We present the advantages this protocol has in front of conventional
techniques used to carry out palynologycal analysis.

Key Word: pollen, diet, plant-animal relationship.

Introduccién

El proceso de polinizacién es una interaccion mutualista entre plantas y animales
(PELLMYR, 2002), que involucra una serie de intereses a menudo conflictivos, en
los que cada organismo busca obtener el maximo beneficio, por un costo minimo
(GUARIGUATA y KATTAN, 2002), un ejemplo clasico de esta relaciéon son los
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murciélagos que se alimentan de néctar, encontrando que mas de 500 especies
de plantas Neotropicales son polinizadas por estos mamiferos (RUMIZ y WOOD,
1995).

Un mecanismo utilizado para entender la relacion existente entre plantas y
animales es por medio andlisis de muestras de polen (NATTERO et al. 2010), ya
qgue los granos de polen presentan variaciones morfolégicas diagnosticas en la
identificacion de muchos taxones a diferentes niveles de clasificacion (familia,
género y en algunos casos especie) (MERCADO-GOMEZ et al., 2011).; lo cual les
ha permitido ser una herramienta fundamental para conocer la dieta de muchas
especies animales (TSCHAPKA y DRESSLER, 2002).

En el siguiente estudio se describe un nuevo método para el andlisis palinolégico
de muestras fecales, observando las posibles implicaciones de este tratamiento
con referencia a las técnicas convencionales usadas en andlisis
copropalinolégicos (ERDTMAN, 1986; THOMAS, 1988).

Tratamiento quimico y fisico de muestras cropolégicas en heces de
murciélagos

Una vez colectadas las muestras fecales se depositan en recipientes que
contengan acido acético (este reactivo puede ser reemplazado por vinagre casero,
cuando no se tenga a la mano acido acético industrial), como conservante ya que
este quimico elimina contaminantes y degradadores potenciales (hongos vy
algunas bases organicas) de los granos de polen; ademas por las caracteristicas
qguimicas de la capa celular (presencia de esporopolenina) los granos de polen son
resistentes a ciertos acidos.

Luego de almacenadas las muestras se procede al tratamiento fisico y quimico
para conservar los granos de polen.

1. El material debe ser filtrado con una malla o tamiz de 200 micrones sobre
un vaso de precipitado utilizando agua destilada; con el fin de descartar
material vegetal de mayor tamafo al de los granos de polen.

2. El filtrado debera ser depositado en tubos de ensayo (falcén) de 10 ml para
ser centrifugados a 4500 rpm durante 5 minutos; finalizado el proceso el
sobrenadante debera ser descartado.
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3. Seguidamente se adicionaran 5 ml de hidréxido de potasio (KOH) al 5% por
10 minutos dentro de los cuales la muestra debera ser homogenizada
(vortex o laminas de vidrio); de igual forma durante este periodo la mezcla
de granos de polen mas el KOH debera ser calentada en bafio de maria a
una temperatura d 60°C por 5 minutos; evitando constantemente la
evaporacion del material (dado el caso que la muestra se evapore, el
volumen serd completado con agua destilada).

4. Nuevamente el material debera ser centrifugado a 4500 rpm durante 5 min;
finalizado el proceso el sobrenadante debe ser desechado.

5. Posteriormente, las muestras deben ser lavadas con agua destilada y para
concentrar los granos el material se centrifugara a 4500 rpm durante 5 min;
finalizado esta fase se descarta el sobrenadante. Este proceso se llevara a
cabo 3 veces, con el fin de eliminar el hidréxido de potacion, ya que la
esporopolenina puede ser facilmente degradada por agentes oxidantes, por
tanto, un mal lavado llevaria a la destruccién posterior de las muestras de
polen.

6. En este punto es importante montar una gota del material lavado al
microscopio para observar el estado de los granos de polen. En el caso de
de observar granos con presencia de protoplasma, se hace necesario
someter las muestras a KOH en bafio de maria. En caso de no hallar
granos de polen el proceso finalizara. Si al observar los granos estos
carecen de protoplasma, es posible continuar con el tratamiento.

7. Posteriormente, se deben adicionar de 3 a 5 ml de alcohol etilico (95%)
para asegurar la remocién del KOH en la ; finalizado el proceso el
sobrenadante debera ser descartado.

8. Seguidamente las muestran deben ser embazadas en tubos plasticos de
2ml (tubos eppendorf), que al mimos tiempo deben ser introducidos en un
tubo nodriza (tubo falcén de 10 ml que sirve de base para el tubo pequefio),
y centrifugar durante 5 minutos a 4500 rpm, desechando el sobrenadante al
final del proceso. Para una mejor limpieza, se recomienda repetir este
proceso al menos dos veces mas.

9. Los tubos de 2 ml deben ser extraidos (pinza), desechando el sobrenadante
y adicionando dos gotas de glicerina a cada tubo (la glicerina permite que
los granos queden suspendidos y sea mejor su observacion al
microscopio).

10. Finalmente las muestras deberan ser llevadas al horno durante 12 horas a
30 °C, para evaporar el alcohol suspendido en la glicerina.
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Discusion

La implementacion de este método, evita que los granos de polen sean sometidos
a acidos fuertes, como el sulfarico y el anhidrido acético cominmente utilizados en
otras técnicas (ERDTMAN, 1986) que pueden destruir los granos de polen de
exina delgada, como algunas especies de Melastomataceae (MERCADO-GOMEZ
et al., 2007), Lauraceae (MERCADO-GOMEZ, en prep) Heliconiaceae (SANABRIA
et al., 2007) entre otras. Por otra parte se debe tener en cuenta que los granos
han sido sometidos a los &cidos estomacales, los cuales han degradado y
absorbido en parte el protoplasma y la intina, de esta manera, queda solo la exina
expuesta y disminuye la necesidad de usar acidos corrosivos.

Utilizando el método presentado en este estudio se elimina la posibilidad de
destruir los granos de polen; no obstante las estructuras quedan intactas y
perfectamente identificables (PUNT et al., 2007) al igual que en la acetolisis de
ERDTMAN (1986).

Otro de los métodos usados en andlisis de dietas de murciélagos nectarivoros, es
la observacion al natural (RAMIREZ, 2004; RIVERA-MARCHAND y ACKERMAN,
2006; TSCHAPKA, 2003; TSCHAPKA y DRESSLER, 2002), en el cual las
diferentes estructuras morfoldgicas de los granos de polen son poco visibles, por
el exceso de protoplasma, eliminando la posibilidad usar claves palinoldgicas
estandares. Este tipo de técnicas, obliga al investigador a realizar coleccién de
referencia de la vegetacion circundante aumentando el tiempo de muestreo; por
tanto la implementacion de este método permitira al investigador eliminar la
coleccion de referencia y el posible uso de claves locales para la identificacion
taxondmica de las especies consumidas por la fauna estudiada.

Finalmente, es importante tener en cuenta que este método esta disefiado para
muestras coprolégicas de vertebrados polinizadores, ya que para insectos se
recomienda el uso de la acetdlisis como una mejor estrategia para la observacion
y descripcion de los granos de polen.
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