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ABSTRACT

Taphonomic studies dealing with small mammals do not
usually consider bats. Therefore, the degree to which bat
bones are modified by predation and other taphonomic agents
are largely unknown. Here we present the results obtained
from a set of experiments developed to approach this issue,
focusing initially on the effect of digestion. For this purpose
several bat bones and teeth were exposed to HCI and to two
different proteolithic enzymes. The experiments showed that
bat bones are altered by acidic and enzymatic attack in a
similar way as the bones of other small mammals. However,
some patterns were observed in the teeth that had not been
previously described in other groups. Thus, both the intensity
of alteration in a tooth and the way in which it advanced
during the process varied depending on whether it was an
upper or lower tooth, its size or its position in the tooth-row.

Keywords: Experimental study, small mammals, Chiroptera,
digestion, proteolithic enzymes, acidic attack, hydrochloric
acid.

RESUMEN

Los estudios tafonémicos de micromamiferos no suelen
incluir muestras de quirdpteros. Debido a esto, los patrones
de alteracion producidos por depredacion y otros agentes
tafondmicos son, en gran parte, desconocidos. Aqui,
presentamos un conjunto de experimentos desarrollados para
abordar este tema, centrandonos inicialmente en la digestion.
Para este proposito, se expusieron diferentes huesos y dientes
de murciélagos a acido clorhidrico y dos enzimas proteoliticas
diferentes para simular la digestion. Los experimentos
han demostrado que los huesos largos de murciélagos
son alterados por el ataque acido y enzimatico de forma
similar a los huesos de pequefios mamiferos. Sin embargo,
algunos patrones de alteracion observados en los dientes, no
habian sido descritos previamente para otros grupos. Asi, se
observaron variaciones en la alteracion en dientes, tanto en
intensidad como en la progresion de la alteracion durante el
proceso, dependiendo de si se trataba de un diente superior
o inferior, de su tamafio o de su posicion en la fila dentaria.

Palabras clave: Estudio experimental, micromamiferos,
Chiroptera, digestion, enzima proteolitica, ataque acido,
acido clorhidrico.
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1. INTRODUCCION

El valor evolutivo, biocronologico y paleoecoldgico de
los micromamiferos fosiles ha propiciado el desarrollo de
numerosos estudios tafonémicos centrados en indagar los
procesos que conducen a la formacion de sus asociaciones
fosiles (Raczynski & Ruprecht, 1974; Dodson & Wexlar,
1979; Lowe, 1980; Fisher, 1981; Denys, 1985; Andrews,
1990; Crandall & Stahl, 1995; Fernandez-Jalvo et al.,
1998; Williams, 2001; Terry, 2004). Ya los primeros
estudios descriptivos y analiticos concluyen que la mayoria
de estas asociaciones fosiles de micromamiferos son el
resultado de la acumulacion de restos de alimentacion
de diferentes depredadores (Mellett, 1974; Denys, 1985).
Estudios acerca de los efectos de la ingestion y digestion en
los restos 6seos de presas consumidas, han proporcionado
criterios que permiten distinguir con relativa fiabilidad si
los restos contenidos en una asociacion fosil son producto
de la depredacion o si las alteraciones que muestran tienen
otro origen (ej. Fisher, 1981; Denys, 1985; Andrews, 1990;
Fernandez-Jalvo & Andrews, 1992; Fernandez et al.,
2017). Llegar a esta conclusion no es trivial, ya que afecta
al valor interpretativo de la asociacion fosil y a la fiabilidad
de los resultados de su estudio. El poder reconocer los
procesos tafondomicos, ha favorecido el incremento de
estudios actualisticos y experimentales (Fernandez-Jalvo et
al., 2014, 2016; Fernandez et al., 2017; Boblitt ef al., 2018)
que pretenden analizar de forma individualizada cada uno
de los procesos involucrados en la alimentacion de los
depredadores, asi como sus consecuencias en los restos
o6seos no digeridos (seleccion de la presa, procesamiento
previo a la digestion, diferentes tipos y condiciones de
digestion, etc). Todo ello ha abierto un nuevo campo
en la investigacion tafonomica, con la experimentacion
actualistica como protagonista.

Sin embargo, pese a lo activo de este campo de
investigacion, los estudios actualisticos de procesos
tafondomicos en micromamiferos no suelen incluir muestras
de quirdpteros. Aunque los restos fosiles de murciélagos
son elementos comunes en las asociaciones fosiles de
cuevas y sistemas carsticos, se suele asumir que su
presencia es el resultado de la mezcla de sus restos con
los de otros microvertebrados, que ocupan sus mismos
habitats de forma natural, procedentes de la alimentacion
de un depredador. Sin embargo, en estos emplazamientos
los restos de murciélagos pueden ser tanto el producto de
la muerte in situ (Pérez Ripoll, 2016) como el producto de
la depredacion por parte de depredadores que frecuenten
la cueva y que incluyan ocasionalmente murciélagos en
su dieta (Ruprecht, 1979; Pérez Barberia, 1991; Kowalski,
1995; Sommer et al., 2005; Rosina & Shokhrin, 2011).
Esto exige la busqueda de criterios tafondmicos que
ayuden a separar los elementos autdctonos de los elementos
introducidos por depredacion, pues ello puede repercutir

en las interpretaciones paleoambientales inferidas a partir
de la asociacion de micromamiferos.

En este trabajo se aborda por la primera vez un estudio
tafonémico sobre restos de murciélagos en la busqueda de
patrones de alteracion causados por la digestion. Para ello,
se han realizado experimentos de laboratorio sometiendo
dientes y restos Oseos a la accion de acido clorhidrico
(HCl1) y enzimas proteoliticas (siguiendo protocolos
previamente desarrollados por otros autores, como Denys
et al., 1995; Fernandez-Jalvo et al., 2014). Los patrones
observados han proporcionado por primera vez una
herramienta comparativa para el analisis e interpretacion
de alteraciones tafondmicas observadas en los restos fosiles
de quirdpteros en los que haya sospecha de haber estado
sometidos a digestion.

2. MATERIAL Y METODOS

Se expusieron en el laboratorio a restos 6seos de murciélagos
actuales a condiciones acidas y actividad enzimatica con
el fin de simular la digestion estomacal. Para ello se
recolectaron cadaveres actuales de murcié¢lagos de distintas
localidades, cuya muerte se debid a causas naturales y no
a la depredacion. Para la realizacion de la limpieza de
las carcasas no se empled ningun tratamiento quimico,
aplicandose solamente agua destilada a las carcasas con
la finalidad de reblandecer los tejidos y separarlos de
los huesos. El experimento se realizd con un detallado
protocolo de actuacion con documentacion grafica de cada
elemento anatémico antes de los experimentos y después
de cada exposicion, con el fin de describir y caracterizar
la secuencia de modificacion de estos elementos. Para
la nomenclatura dental se siguié a Sevilla (1988) con
modificaciones. Las abreviaturas utilizadas en el texto son:
HCI: acido clorhidrico; M'; M? y M?: primer, segundo
y tercer molar superior respectivamente; M,, M, y M,
primer, segundo y tercer molar inferior respectivamente.

El experimento se llevé a cabo en el Laboratorio
de Tafonomia Experimental del Museo Nacional de
Ciencias Naturales (MNCN-CSIC) y el Laboratorio
del Departamento de Paleontologia de la Universidad
Complutense de Madrid.

Se separaron elementos craneales y postcraneales
de murciélagos, que consisten en craneos, mandibulas,
capsulas odticas, fémures y hiimeros. Con el fin de observar
si existen diferencias respecto a la edad y tamafio, se
seleccionaron los elementos craneales de 3 tipos: 1)
individuos adultos: craneos y mandibulas con denticion
definitiva completa con desgaste, de la especie Myotis
myotis (Borkhausen, 1797) de la Cueva de Azokh, en
Nogorno-Karabakh (Caucaso Menor); 2) individuos
juveniles: craneos y mandibulas con denticion en proceso
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final de eclosion y sin desgaste de la especie M. myotis
recolectados en la Cueva de los Murciélagos, en Pinilla
del Valle, Madrid; y 3) adulto de talla pequefia: en este
caso se ha seleccionado la especie Pipistrellus pipistrellus
(Schreber, 1774) por tener una talla considerablemente
menor a la de M. myotis. El material provino de Estepona
(Mélaga), donde su cadaver fue recolectado en el suelo en
un espacio abierto.

Ademas, con el fin de abarcar la totalidad de los
posibles hallazgos obtenidos en yacimientos fosiles, se ha
incluido un total de 16 dientes sueltos (Fig. 1). Se trata
de caninos, premolares y molares extraidos de craneos y
mandibulas de los individuos de M. myotis, tanto de los
individuos adultos (dientes con raices cerradas y facetas
de desgaste) como de los juveniles (dientes con raices
abiertas y sin desgaste o desgaste incipiente).

Los elementos craneales y postcraneales fueron
separados en dos grupos. Para ello, los craneos y mandibulas
fueron divididos en sus mitades, proporcionando una
hemimandibula y una hemimaxila del mismo individuo
para cada grupo. Asi, cada grupo contenia un total de 16
elementos craneales, que consistian en hemimandibulas,
hemimaxilas, cocleas y dientes sueltos, y 2 elementos
postcraneales, un himero y un fémur (Tabla 1). Ambos
grupos se sometieron a una exposicion acida y una
exposicion enzimatica, realizando revisiones periddicas en
cada exposicion. Todos los elementos fueron fotografiados
previa y posteriormente a cada una de las exposiciones
utilizando una cdmara digital Leica DFC420 acoplada a
una lupa Leica MZ16 A.

Para cada una de las exposiciones se siguieron los
protocolos descritos a continuacion (Tabla 2):

Tabla 2. Resumen de los protocolos utilizados para el
experimento de digestion en quirdpteros. Exposicion
Acida: protocolo comun para ambos grupos, empleado
con el fin de afectar los componentes mineralizados
de los elementos. Se siguid para ello el “protocolo 17
de Denys et al. (1995) con modificacion. Exposicion
Enzimatica: efectuada para afectar el componente
organico de los elementos. Grupo 1- Siguiendo el
“protocolo 2” de Denys et al. (1995) para la enzima
Pronase (Roche®™). Grupo 2- Protocolo de exposicion
enzimatica elaborado para este trabajo utilizando
la enzima Olexa (Novozymes Bioenergy®). T° =
temperatura; Hrs = horas.

Grupo 1 Grupo 2

Protocolo de HCl HCl
exposicion acida pH 2 2

T° 20°C 20°C

Hrs. 14 14
Protocolo de Pronase Olexa
exposicion
enzimatica Solucién  Acetato de Calcio HCl

pH 7.4 3.8
Concentracion Img/1ml 20ml1/80ml

T° 40°C 30°C

Hrs 12 16

Tabla 1. Numero y tipo de elementos 6seos utilizados en el experimento. Estos fueron separados en dos grupos de modo que ambos
tuvieran el mismo nimero de elementos. Para hacer ambos grupos lo mas similar posibles, los craneos y mandibulas de
un mismo individuo fueron separados en sus respectivas mitades. Luego se designd una hemimaxila y una hemimandibula

a cada grupo.

Grupo 1 Grupo 2 Total
Adulto Juvenil Pequeiio Adulto Juvenil Pequeiio
M. myotis M. myotis P, pipistrellus M. myotis M. myotis P. pipistrellus
Hemimaxilas 1 1 1 1 1 1 6
Hemimandibulas 1 1 1 1 1 1 6
Caninos sueltos 1 2 0 1 2 0 6
Molares sueltos 2 2 0 2 2 0 8
Premolares 1 0 0 0 1 0 2
Humeros 1 0 0 1 0 0 2
Fémures 1 0 0 1 0 0 2
Capsulas oticas 1 1 0 1 1 0 4
Total 8 8 2 8 8 2 36
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Figura 1. Dientes sueltos de Myotis myotis antes de ser sometidos al experimento. a-d) Caninos y premolar sueltos del Grupo 1. e-g)
Caninos y premolar del Grupo 2. h-k) Molares de adultos y juveniles del Grupo 1. I-0) Molares de adultos y juveniles del
Grupo 2. (a, f, h, i, 1, m) Denticion adulta, extraida de individuos obtenidos en la Cueva de Azokh. (b, ¢, e, g, j, k, n, 0)
Denticion juvenil, extraida de individuos obtenidos en la Cueva de los murci¢lagos. Escalas = 1mm.

2.1. Protocolo de exposicion acida

Con el fin de alterar los componentes minerales de los
elementos, ambos grupos fueron sometidos a una exposicion
acida previa a la exposicion enzimatica (Tabla 2). Para ello
nos basamos en el trabajo de Denys et al. (1995) que
emplea HCI pH 1 en su exposicion acida (“Protocolo 1 en
su trabajo). Sus resultados corresponden a una modificacion
similar a la producida por falconiformes (rapaces diurnas),
que producen una modificacion Fuerte en la clasificacion
de Andrews (1990). Hemos incluido modificaciones a
su protocolo, ajustando la acidez del 4cido clorhidrico a
valores pH del jugo gastrico de lechuza comun después
de la regurgitacion y antes de la alimentacion (Smith &
Richmond, 1972), ya que es cuando estd completamente
lista para consumir una nueva presa. Con ello se pretendia
producir una modificacion menor que la obtenida por
Denys et al. (1995) y lo mas similar posible a la de rapaces

nocturnas, ya que dada las conductas habituales de los
murciélagos (voladores nocturnos), éstas son uno de sus
principales depredadores oportunistas (Ruprecht, 1979;
Hill & Smith, 1984; Pérez Barberia, 1991; Kowalski, 1995;
Sommer et al., 2005; Rosina y Shokhrin, 2011). Asi, en
la exposicion acida (Tabla 2) hemos empleado HCI pH 2
durante 14 horas a una temperatura de 20°C, simulando los
rasgos digestivos de la lechuza.

2.2. Protocolo de exposicion enzimatica con
Pronase - Grupo 1

La experimentacion enzimdtica del Grupo 1 se realizd
siguiendo el “Protocolo 2” de Denys et al. (1995),
exponiendo las muestras a la enzima Pronase (Roche®)
con una concentracion de 1 mg/ml disuelta en una solucion
tampon de acetato de calcio (pH 7,4). También hemos
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incluido una modificaciéon a su protocolo, ajustando las
horas de exposicion, tras confirmar durante la revision de
las muestras (realizadas cada 4 horas bajo lupa binocular)
que los elementos mostraban modificaciones significativas
a las 12 horas.

2.3. Protocolo de exposicion enzimatica con
Olexa - Grupo 2

En la experimentaciéon con el Grupo 2 hemos empleado
una enzima nueva, Olexa (proporcionada por UNIVAR-
EUROPE, fabricada en los laboratorios Novozymes
Bioenergy). Esta consiste en una endoproteasa que hidroliza
diversos enlaces peptidicos y tiene la particularidad de ser
acido tolerante, lo que la hace mas similar a la pepsina
liberada en el estémago. La maxima efectividad de Olexa,
indicada por el fabricante, se obtiene entre pH 3,7 y 5,8
en un rango de temperaturas entre 28 a 36°C. Dada sus
caracteristicas la preparacion de Olexa se ha realizado
diluyendo 20 ml de Olexa en 80 ml de acido clorhidrico
pH 3.8 (Tabla 2). Se ha seleccionado este pH tanto por el
rango recomendado por el fabricante como por la variacion
del pH del jugo géstrico de lechuza comun tras la ingestion
de su alimento (Smith & Richmond, 1972). El tiempo de
exposicion de los elementos anatdmicos de quirdptero en
Olexa fue de 16 horas a una temperatura de 30°C.

3. RESULTADOS
3.1. Dientes sueltos

Los dientes sueltos del Grupo 1, expuestos a la enzima
Pronase, presentaron pérdida del esmalte con exposicion
de la dentina alrededor de toda la base de la corona, en los
caninos y el premolar, tanto en adulto (Figs. 2a-b) como en
juveniles (Figs. 2c-h). El canino de adulto, ademas presenta
su cara labial desprovista completamente de esmalte (Fig. 2a).
Todos los caninos presentan pérdida de esmalte con
exposicion de la dentina a lo largo del borde incisal, desde
el cingulo hasta la cuspide (Figs. 2b-c, 2f). Los individuos
juveniles resultaron con la raiz completamente disuelta,
llegando a perder completamente el cingulo. Por otro lado,
el canino de adulto presenta su raiz intacta con disolucion
parcial del cingulo (Fig. 2a).

Todos los molares expuestos a la enzima Pronase han
perdido esmalte en sus cuspides (Fig. 3). Los molares
superiores (Figs. 3a-f) perdieron completamente el esmalte
de las coronas por la cara labial (Figs. 3b, 3e), mientras
que los inferiores (Figs. 3g-1) lo hicieron por la cara lingual
(Figs. 3h, 3k). ElI molar superior de adulto también ha
perdido esmalte por su cara lingual. En esta cara solamente
ocurre la pérdida en su base, trazandose un pico de dentina
expuesta en el margen prominente del diente (Fig. 3a). Los
molares de juveniles, tanto el superior como el inferior,

Figura 2. Caninos y premolar sueltos de Myotis myotis del Grupo 1, expuestos a la enzima Pronase. a-b) Canino
superior adulto. ¢-f) Caninos superiores juvenil. g-h) Premolar superior adulto. Escalas = Imm.
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presentaron pérdida parcial del esmalte en los valles,
principalmente alrededor de las crestas (Figs. 3e, 3k). Los
molares de adultos, por su parte, muestran una pérdida
mayor de esmalte en los valles, presentando Uinicamente
islas de esmalte (Figs. 3b, 3h). Los molares sueltos
expuestos a la enzima Pronase presentaron disolucion
de componentes estructurales, perdiendo por completo
las raices y los cingulos se encuentran completamente
disueltos en superiores y parcialmente disueltos en
inferiores. En estos ultimos, el cingulo labial muestra
eliminacion total del esmalte en adulto (Fig. 3g), en cuanto
al del juvenil (Fig. 3j) atn presenta algo de esmalte.

Después de la exposicion a la enzima Olexa (Grupo 2),
solamente el canino juvenil muestra pérdida de esmalte
en la base de la corona por su cara postero-lingual (Fig.
4b). El canino de adulto presenta pérdida del esmalte con
exposicion de la dentina a lo largo del borde incisal (Fig.
4e), mientras que el premolar de juvenil presenta la pérdida
de esmalte en el angulo agudo (Fig. 4h). Esta exposicion
de la dentina puede describirse como una delgada banda de
dentina que va desde el cingulo hasta la clispide. Ademas,
presentan pérdida de esmalte en el cingulo, que se presenta
completa en premolares (Figs. 4f-h) y parcial en caninos
(Figs. 4a-e).

Figura 3. Molares superiores ¢ inferiores sueltos de Myotis myotis del Grupo 1, expuestos a la enzima Pronase. a-c¢) Molar superior
adulto. d-f) Molar superior juvenil. g-i) Molar inferior adulto. j-1) Molar inferior juvenil. Escalas = 1mm.
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Figura 4. Caninos y premolar sueltos de Myotis myotis del Grupo 2, expuestos a la enzima Olexa. a-b) Canino superior
juvenil. c-e) Canino superior adulto. f-h) Premolar inferior juvenil; Flecha: delgada banda de dentina. Escalas
= Imm.

Al igual que con la enzima Pronase, la alteracion de la
corona en los molares comienza por la cara labial en dientes
superiores y por la lingual en inferiores. Sin embargo, con
Olexa el esmalte no ha desaparecido completamente en
ningun caso. En individuos juveniles (Figs. Se, 5k) la
pérdida de esmalte se produjo en las cuspides y en la base
de la corona. En los molares de adultos (Figs. Sa-c, 5g-
1), en cambio, la pérdida del esmalte produjo ademas una
banda de dentina incompleta en el mesostilo del molar
superior y completa en para y entoconido en el molar
inferior (Fig. 5Sh). Sumado a esto, el esmalte de las crestas
presenta picoteado (Fig. 5a).

También se produjo reduccion del esmalte en el
cingulo, completa en molares superiores (Figs. 5a-f) y
parcial en inferiores (Figs. 5g-1), y pérdida parcial o apical
de las raices.

Todos los dientes sueltos del experimento han perdido
esmalte en sus cuspides, con excepciéon de un molar
superior juvenil del Grupo 2 (Figs. 5d-f).

3.2. Elementos craneales y denticion in situ

3.2.1. Maxilares

En todos los casos y en ambos grupos la denticion maxilar
presentd menor grado de modificaciéon que la mandibular.

Tanto elementos del Grupo 1 (Pronase) como del
Grupo 2 (Olexa) mostraron modificaciones que pueden
ordenarse en secuencia progresiva de modificacion. Asi,
con Olexa, la denticién maxilar de individuos juveniles
de Myotis myotis no present6d alteracion (Figs. 6a-b), la
de los adultos presentd poca modificacion, asociada a la
faceta de desgaste (Figs. 6¢-d) y, finalmente, el grado de
modificaciéon mas intenso se registra en la denticion maxilar
de Pipistrellus pipistrellus (Figs. 6e-f), de menor tamano.
La misma progresion se observd en las hemimaxilas
expuestas a la enzima Pronase (Figs. 7a-g), sin embargo,
esta enzima se diferencia en que la modificacion ocurrida
fue mas intensa en todos los casos.
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Figura 5. Molares superiores ¢ inferiores sueltos de Myotis myotis del Grupo 2, expuestos a la enzima Olexa. a-¢) Molar superior
adulto. d-f) Molar superior juvenil. g-i) Molar inferior adulto. j-1) Molar inferior juvenil. Flecha negra: banda de dentina
incompleta en el mesostilo. Flechas blancas: banda de dentina en para y entoconido Escalas = 1mm.

Comparando los individuos caso a caso, la diferencia
entre las modificaciones observadas es menos evidente
en los individuos de M. myotis. Como ya hemos dicho
antes, el individuo juvenil no presentd6 modificacion con
la enzima Olexa. Sin embargo, tras la exposicion a la
enzima Pronase (Figs. 7a-b), el individuo juvenil mostrd

el grado de modificacion mas bajo de todo el conjunto.
Esta consiste en superficie mate en la postprotocresta y
el cingulo lingual de M! y M? (Fig. 7b). En el caso del
individuo adulto, la denticion de la hemimaxila mostro
modificaciones relacionadas con el desgaste de los dientes
con ambas enzimas. Estas consisten en color blanco mate
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Figura 6. Hemimaxilas del Grupo 2, expuestas a la enzima Olexa. a-b) Myotis myotis juvenil. c-d) Myotis myotis adulto. e-f) Pipistrellus
pipistrellus. La foto del circulo (f) indica un detalle de la vista lingual del M,. Flechas: apuntan al paracono, en el cual se
aprecia mas facilmente la pérdida del esmalte hacia el valle, en el borde interno de la faceta de desgaste. Escalas = Imm.

en las crestas (pre y postparacresta, y pre y postmetacresta)
(Figs. 6¢, 7¢) y pérdida de esmalte en el borde interno de
las facetas de desgaste, mas evidente en el protocono (Figs.
6d, 7d). Ademas, la denticion de la hemimaxila expuesta a
Pronase presentd superficie mate en la cara labial de todos
los molares y en los alrededores de la faceta de desgaste

del protocono de M? y M?. Con ambas enzimas se observo
redondeamiento leve de los bordes de fracturas del craneo
en ambos individuos de M. myotis.

En cuanto a P. pipistrellus, existe una progresion mas
clara entre los grados de modificaciones producidos por
Olexa (Figs. 6e-f) y los producidos por Pronase (Figs. 7e, 7g).



354 CANALES-BRELLENTHIN, FERNANDEZ-JALVO & SEVILLA

Después de la exposicion a Olexa, por la cara lingual
se pudo observar superficiec mate y pérdida de esmalte
en cuspides y los bordes mas agudos de los cingulos de
todos los dientes (tanto en premolar como en molares).
Ademas, se form¢ una delgada banda de dentina desde el
protocono del M? (Fig. 6f). En la cara labial en cambio, se
observa blanqueamiento con picoteado del esmalte en M?
y M? (Figs. 6e-f) y en vista oclusal, pérdida del esmalte
en todas las ctspides y crestas.

Después de la exposicion a la enzima Pronase, la
denticion maxilar de P. pipistrellus mostré blanqueamiento
y picoteado del esmalte en todos los dientes por su cara
labial (Fig. 7¢), excepto en M?, que presento pérdida total del
esmalte tanto en la cara labial como en la distal y lingual. En
vista lingual, se observd pérdida del esmalte en las cuspides
y el cingulo, ademas de banda de dentina en protocono y
metaconulo de los molares y en los angulos salientes del
canino y premolar (Fig. 7f). En vista oclusal, pérdida de
esmalte en crestas y en los valles de para y metacono, donde
M! y M? presentaron tinicamente islas de esmalte (Fig. 7g),
mientras que el M? ha perdido completamente el esmalte
del valle del paracono. Ademas, ambas enzimas produjeron
disolucion del arco cigomatico y de las fracturas craneales,
generando bordes redondeados. Esta disolucion también
resulta mas intensa con Pronase que con Olexa.

3.2.2. Mandibulas

La denticion mandibular mostréd diferencias mas evidentes,
en cuanto a los grados de modificacion, en todas las
variables (tamafo, edad, enzima).

En la hemimandibula de Myotis myotis juvenil expuesta
a Olexa, se observo unicamente superficie mate de la
denticion en vista labial (Figs. 8a-b). En cambio, en la
denticion mandibular del individuo juvenil expuesta a
Pronase (Figs. 9a-b), se observd pérdida de esmalte en
el cingulo de los molares. En vista oclusal, pérdida de
esmalte en todas las ctspides y adelgazamiento del esmalte
en las créstidas. Finalmente, en vista lingual, ademas de
superficie mate en toda la denticion, se observa pérdida
de esmalte en la base de M,.

En la denticion de la hemimandibula de M. myotis
adulto expuesta a Olexa se observo modificacion
principalmente en la cara lingual y oclusal de M, y M,
(Figs. 8c-d). La cara labial solo muestra superficie mate en
el protoconido e hipoconido del M,. En la cara lingual se
observo picoteado y pérdida de esmalte en la base de los
M, y M, y pérdida de esmalte con formacion de banda de
dentina incompleta en el metaconido en M, (Fig. 8¢c). En
vista oclusal se observo pérdida de esmalte en cuspides
y borde interno de la faceta de desgaste en las créstidas
en M, y M,, ademas de un color blanquecino opaco del
esmalte alrededor de las facetas de desgaste de todos los
molares (Fig. 8d).

En la hemimandibula de M. myotis adulto expuesto
a Pronase (Figs. 9¢-d), se producen modificaciones muy
similares a las obtenidas con Olexa. Sin embargo, son
mas intensas ya que esta vez la superficie mate alcanza
al M, y el M, presenta una clara banda de dentina en el
metaconido (Fig. 9d) y pérdida de esmalte por toda la
cara lingual. En vista oclusal, la pérdida del esmalte es
mayor, todo el valle del trigonido se encuentra desprovisto
de ¢l y el talonido presenta unicamente isla de esmalte.
Se presenta, ademas, una modificacion no observada con
Olexa, donde los cingulos labiales, mesiales y distales de
los molares presentaron pérdida del esmalte en los angulos
agudos (Fig. 9c¢).

En los individuos pequefios (Pipistrellus pipistrellus)
expuestos a Olexa (Figs. 8e-g), los molares no presentan
modificacion por la cara labial (Fig. 8¢). El canino en
cambio, presenta superficie mate. En la cara oclusal (Fig.
8f) se observo pérdida de esmalte en todas las cuspides y
en las créstidas de los molares. Por la cara lingual (Fig.
8g), los molares presentaron pérdida total de esmalte en M,
y parcial en M, y M,, que conservan islas de esmalte. Por
su parte, en caninos y premolares la pérdida de esmalte se
observa en el cingulo lingual y angulos salientes (Fig. 8g).

La exposicion de P. pipistrellus a la enzima Pronase
(Figs. 9e-g) ha provocado la pérdida total del esmalte
con corrosion de la dentina por la cara lingual y oclusal
(valles) de todos los molares (Fig. 9f). Ademads, la banda
de dentina (completa en M, y M, e incompleta en M)
se advierte ahora en la cara labial (Figs. 9e, 9g), donde
ademas podemos observar pérdida de esmalte en los
cingulos y las ctspides. En el canino la pérdida de esmalte
es total, mientras que el premolar conserva islas de esmalte
en cara mesial y distal.

Por ultimo, la rama mandibular de las muestras
también se vio afectada. Con la enzima Pronase se observo
perforacion de la fosa mandibular en individuos adultos
(Fig. 9¢), pérdida de todos los procesos y mayor porosidad
del tejido en la rama ascendente y sinfisis mandibular en
juveniles (Fig. 9a) y pérdida total de la rama ascendente
en individuos de talla pequefia (Fig. 9¢). Olexa, en cambio,
produjo poca modificacion en los procesos mandibulares de
los individuos juveniles (Fig. 8a) y perforacion de la fosa
mandibular en P. pipistrellus (Fig. 8e), sin causar dafios
en las mandibulas de adultos.

3.2.3. Capsulas oticas

La capsula dtica es un elemento bastante desarrollado en
quirdpteros, sin embargo, su presencia en yacimientos
fosiles con murciélagos es bastante escasa, o posiblemente
sea obviada en el conteo de elementos esqueléticos. Por
ello hemos querido incluirlas en el estudio con el fin de
investigar posibles modificaciones ocasionadas por accion
de acidos y enzimas. La capsula dtica, pese a ser un
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Figura 7. Hemimaxilas del Grupo 1, expuestas a la enzima Pronase. a-b) Myotis myotis juvenil. ¢-d) Myotis myotis adulto. e-g) vistas
labial, lingual y oclusal de Pipistrellus pipistrellus respectivamente. Flechas: apuntan al paracono, en el cual se aprecia mas
facilmente la pérdida del esmalte hacia el valle, en el borde interno de la faceta de desgaste. Escalas = Imm.
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Figura 8. Hemimandibulas del Grupo 2 expuestas a la enzima
Olexa. a-b) Myotis myotis juvenil. c-d) Myotis
myotis adulto. e-g) vistas labial, oclusal y lingual de
Pipistrellus pipistrellus. Escalas = Imm.

elemento delicado, resistid el experimento (Figs. 10a-f).
Las capsulas del Grupo 2, expuestas a la enzima Olexa
(Figs. 10a-b), presentaron disolucién de los bordes mas
finos del canal semicircular superior tanto en adultos como
juveniles (Figs. 10a-b). En el caso del Grupo 1 (enzima
Pronase) han presentado modificaciones respondiendo a la
edad, mostrando disolucion del canal semicircular lateral
en individuos adultos (Figs. 10c-d) y del canal semicircular
lateral y posterior en juveniles (Figs. 10e-f).

3.2.4. Secuencia de modificacion

Una vez finalizado el experimento y observadas las
modificaciones producidas en los elementos craneales
(Tabla 3), es posible establecer la secuencia de progresion
de las modificaciones en la denticion de murciélagos
producidas tras la digestion de aves rapaces. Para ellos
hemos seguido los siguientes criterios:

La denticion con menos grado de modificacion, tras la
accion acida y enzimatica, se ha utilizado para establecer
el inicio de la secuencia de modificacién o “Estadio
1”. Para este caso, la escasa alteracion observada en la
denticion maxilar de ambos individuos de M. myotis ha
sido considerada como de las primeras modificaciones
observables en los dientes digeridos de murciélagos.

Por el contrario, la denticion con mayor grado de
modificacion tras el experimento se establecié como ultimo

Figura 9. Hemimandibulas del Grupo 2 expuestas a la enzima
Pronase. a-b) Myotis myotis juvenil; Flecha: detalle
de la vista lingual de M,. ¢-d) Myotis myotis adulto;
Flecha: detalle de la vista labial de M,. e-g) vistas
labial, lingual y acercamiento de la vista labial de
Pipistrellus pipistrellus. Escalas = Imm.

estadio de la secuencia, el “Estadio 4”. En este caso, la
denticion maxilar de P. pipistrellus del Grupo 1, tras la
exposicion enzimatica con Pronase, fue la que mostro la
mayor modificacion.

Los dientes sueltos de M. myotis mostraron mayor
alteracion que la denticion in situ por lo que se han
utilizado para establecer los estadios intermedios de la
secuencia para la denticion superior.

La denticiéon mandibular mostr6 diferencias en los
grados de modificacion tanto en la variable tamafio como
en la edad y enzima utilizada. Por ello pudimos establecer
con ellas los 4 estadios de la secuencia de modificacion
para la denticién inferior.

Las capsulas oOticas mostraron un claro patréon de
modificacion secuencial después del experimento, donde
primeramente se ven afectados los bordes del canal
semicircular superior. Luego ocurre la disolucion parcial
del canal semicircular lateral y finalmente la disolucion
parcial del canal semicircular superior y disolucion total
de los canales laterales y posterior.
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Tabla 3. Tabla de la posible secuencia de progresion de las modificaciones ocurridas en dientes de murci¢lagos a causa de la digestion.
Esta secuencia fue establecida a partir de las modificaciones diferenciales observadas en los elementos craneales (denticion
in situ, dientes sueltos, capsulas oticas) de murciélagos, después de la exposicion al ataque acido-enzimatico experimental.
Se han establecido 4 estadios en la secuencia de modificacion. ¢/ = con.

Estadio 1

Estadio 2

Estadio 3

Estadio 4

Criterios

Superiores:

Hemimaxilas de M. myotis
Juvenil ¢/ Pronase

Hemimaxilas de M. myotis
Adulto ¢/ Olexa y Pronase

Inferiores:

Hemimandibula de M. myotis
adulto y juvenil ¢/ Olexa

Superiores:

Dientes sueltos (caninos, P4 y
molares) ¢/ Olexa

Hemimaxila de P. pipistrellus c/
Olexa

Inferiores:

Dientes sueltos ¢/ Olexa

Hemimandibula de M. myotis
adulto y juvenil ¢/ Pronase.

Superiores:

Dientes sueltos ¢/ Pronase

Inferiores:

Dientes sueltos en Pronase

Hemimandibula de P.
pipistrellus ¢/ Olexa

Superiores:

Hemimaxila de P. pipistrellus c/
Pronase

Inferiores:

Hemimandibula de P. pipistrellus c/
Pronase

Caninos y
premolares

Diente con superficie mate.
Puede presentarse solo en la cara
labial (Fig. 8a; P4) o (inicamente
en la faceta de desgaste (Figs.
6¢, 7c).

Lateral: Pérdida de esmalte parcial
en la base de la corona (Figs. 4b,
4f, 6e). Pérdida de esmalte en el
cingulo desde parcial hasta completa
con disolucion de la dentina (Figs.
4f-h). Angulos agudos con banda
de dentina (Figs. 4e, 4h), acentuada
si existe desgaste dental (Fig. 6e).
Disolucion parcial de raices abiertas
en dientes sueltos.

Oclusal: Pérdida de esmalte con
exposicion de la dentina en todas
las cuspides.

Lateral: Superficie mate en la
cara labial y pérdida del esmalte
de cingulo por la cara lingual.
(Figs.8e-g). En dientes sueltos,
desde pérdida de esmalte
alrededor de toda la base
coronaria (Fig. 2) hasta pérdida
de esmalte por una de sus caras
(Fig. 2a). Cingulo con pérdida
de esmalte con disolucion de
la dentina. Pérdida completa de
raices abiertas (dientes huecos).
Pérdida de esmalte en cuspide
y borde incisal, tanto en dientes
sueltos como in situ.

Lateral: Desde esmalte fuertemente
picoteado con pérdida de esmalte en
cingulo y angulos salientes (Figs. 7e-
f), hasta pérdida total (caninos) o casi
total (premolares) del esmalte con
disolucion de la dentina (Figs. 9e-f).

Molares
superiores

Lateral: Cara labial con
superficie mate (Fig. 7c). En
dientes sin desgaste superficie
mate por la cara lingual,
borde anguloso del cingulo
y postprotocresta (Fig. 7b).
Oclusal: Dientes con desgaste
presentan superficie mate en
crestas (ej. Fig. 6¢-d) y pérdida
de esmalte en el borde interno
de la faceta de desgaste del
protocono (Figs. 6d, 7d).

Lateral: Desde picoteado (Figs. 6e-
f), hasta pérdida de esmalte en la
base coronaria (Figs. 5a-f), en la cara
labial. Banda de dentina incompleta
en mesostilo en la cara labial (Fig.
5b) y completa en cara lingual de
dientes posteriores (Fig. 6f). Pérdida
de esmalte completa en cingulo.
Oclusal: Pérdida de esmalte en
algunas cuspides (Figs. 5a-c).
Esmalte de las crestas muestran
desde picoteado (Fig. 5a), hasta
pérdida en el borde interno de la
faceta de desgaste (Fig. 6e-f).

Lateral: Pérdida total de esmalte
en la cara labial (Figs. 3 b, 3e).
Banda de dentina incipiente en
protocono (cara lingual) (Fig.
3a). Disolucion del cingulo
(Figs. 3a-f).

Oclusal: Pérdida del esmalte en
todas las cuspides y a lo largo
de las crestas. En valles, desde
pérdida de esmalte alrededor de
las crestas (Fig. 3e) hasta islas
de esmaltes (Fig. 3b). Pérdida
completa de la raiz en dientes
sueltos (dientes huecos).

Lateral: Cara labial fuertemente
picoteada y diente posterior (M?)
desprovistos completamente de
esmalte. La cara lingual presenta
pérdida de esmalte en el cingulo y
bandas de dentina tanto en proto como
en metaconulo.

Oclusal: Pérdida de esmalte en
clspides y crestas. Ademas, los valles
del paracono y metacono pueden
presentar islas de esmalte o haberlo
perdido por completo (Figs. 7e-g).

Molares
inferiores

Lateral: Cara labial con superficie
mate (Figs. 8a-b). Dientes
posteriores con picoteado del
esmalte en su cara lingual (Fig.
8c; M, y M,). M, con pérdida
de esmalte formando una banda
de dentina incompleta en el
metaconido (Fig. 8c).

Oclusal: Pérdida de esmalte
en cuspides y borde interno
de las facetas de desgaste en
dientes posteriores que presentan
desgaste (Fig. 8d; M, y M,).

Lateral: Pérdida parcial del esmalte
en cingulo en su cara labial. La
corona presenta, por su cara lingual,
desde picoteado con pérdida de
esmalte en su base (Figs. 9a, 5k)
hasta banda de dentina en molar con
desgaste (Figs. 5h, 9d).

Oclusal: Pérdida de esmalte en
todas las cuspides, incluyendo
crestas (Figs. 9b, 9d). En dientes
con desgaste (Fig. 9d), pérdida de
esmalte, total o parcial en valle
del trigonido. Dientes sueltos con
pérdida de esmalte en los estilos
(Figs. Sh, 5k).

Lateral: Cara lingual con pérdida
total (Figs. 3h, 3k) o islas de
esmalte (Fig. 8g). Dientes
sueltos con cingulo parcialmente
disuelto y sin esmalte (Fig. 3g) o
bien presentando islas de esmalte
(Fig. 3j).

Oclusal: Pérdida de esmalte en
todas las ctspides y crestas. En
los valles, pérdida de esmalte
desde parcial hasta casi total
(Fig. 3h).

Lateral: Cara lingual pérdida total del
esmalte con disolucion de la dentina
(Fig. 9f). Banda de dentina y pérdida
del esmalte en cingulo encara labial
(Figs. 9e, 9g).

Oclusal: El valle del trigonido ha
perdido todo el esmalte en el valle
(Fig. 91).

Capsula
otica

Disolucion en los bordes finos/
agudos del canal semicircular
superior (Figs. 10a-b).

Disolucion parcial del canal
semicircular lateral (Figs. 10c-d).

Disolucion parcial del canal
semicircular superior y completa
de los canales semicirculares
lateral y posterior (Figs. 10e-f).
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Figura 10. Capsulas 6ticas de Myotis myotis. a) individuo adulto expuesto a Olexa (Grupo 2). b) individuo juvenil expuesto a Olexa
(Grupo 2). ¢) individuo adulto expuesto a Pronase (Grupo 1). d) detalle de (c), canal semicircular lateral disuelto. e) individuo
juvenil expuesto a Pronase (Grupo 1). f) detalle de E, canales semicirculares lateral y posterior disueltos. Escalas = Imm.
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3.3. Elementos postcraneales

Solamente los htimeros y fémures del Grupo 1 presentaron
modificaciones. En fémures, la modificacion se presenta
como pérdida de hueso compacto, con exposicion
de las trabéculas del tejido esponjoso en la epifisis
proximal, viéndose mas afectada la cabeza femoral que
los trocanteres. En humeros, en cambio, la modificacion
observada en la epifisis distal (donde Andrews en 1990
ha caracterizado la alteracion por digestion en roedores)
es mas leve que en fémures, presentando algunas
perforaciones en el condilo humeral y adelgazamiento del
hueso compacto con perforacion en la troclea. El hueso
esponjoso no se ve extensamente expuesto, como ocurre
en la articulacién proximal, tubérculos y cresta deltoide
de la epifisis proximal humeral.

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Una vez establecida la secuencia de modificacion, podemos
decir que la denticién maxilar de Myotis myotis mostrd
escasa diferencia en las modificaciones provocadas
por las distintas enzimas, existiendo diferencias entre
adultos y juveniles por la diferencia de desgaste dental.
Es posible que este desgaste constituya una zona de
debilidad en el esmalte que permite que los acidos y
enzimas pueden actuar con mayor eficacia. La denticion
maxilar de Pipistrellus pipistrellus, por su lado, mostrd
diferencias evidentes seguin la enzima a la que fue
expuesta, indicando que ambas enzimas, Olexa y Pronase,
alteran diferencialmente. Sin embargo, la denticién maxilar
de P. pipistrellus también mostro diferencias evidentes
respecto de los ejemplares de M. myotis, sometidos a las
mismas condiciones experimentales, lo que apunta a que
el tamafio es una variable importante a tener en cuenta.
La influencia del tamafio de los individuos y del desgaste
de los elementos dentarios son aspectos de interés que
requieren mayor estudio.

La denticién maxilar mostrd, en todos los casos, mayor
resistencia que la mandibular al ataque acido-enzimatico
provocado en el experimento, ya que se produjeron
modificaciones mas intensas en la denticion mandibular
bajo las mismas condiciones experimentales. Esto es una
excepcion respecto a las muestras de roedores digeridas
por rapaces, ya que sus maxilares, al ser mas porosos,
presentan habitualmente una mayor permeabilidad a los
jugos gastricos y, por tanto, mayores efectos de digestion
(Andrews, 1990). Es probable que exista una diferencia de
grosor del esmalte entre los dientes superiores e inferiores
de quirdpteros y esto produzca la modificacion diferencial.

La modificaciéon mas leve observada se corresponde
con una superficie mate, que se presenta en la cara lingual

de molares superiores y la cara labial en inferiores. Sin
embargo, en individuos adultos se presenta en las crestas,
asociadas al desgaste dental, acompafiada de pérdida de
esmalte en los bordes internos de las facetas de desgaste.
Esto indica una mayor probabilidad de identificar los
primeros grados de digestion en molares que presenten
algun nivel de desgaste, ya que la superficie mate en los
fosiles puede darse por otros procesos postdeposicionales,
como la exposicion subaérea, los rayos UV o la exposicion
a suelos, tanto acidos como alcalinos (Andrews, 1990;
Fernandez-Jalvo et al., 2002).

Las modificaciones mas evidentes, como la pérdida
de esmalte, se manifiestan en primera instancia en el
tercer molar. Posteriormente, la modificacion se extiende
progresivamente hacia el primer molar, tanto en la denticion
superior como en la inferior. Si estas modificaciones
ocurren de manera similar en la naturaleza los molares
posteriores serian mas identificativos de digestion en caso
de obtener unicamente dientes sueltos. Ademas, en la
denticion maxilar la pérdida del esmalte se produce en la
cara labial en los estadios iniciales, para luego producirse
en la cara lingual en los estadios mas avanzados. En la
denticion mandibular en cambio, la pérdida del esmalte
progresa en la direccion opuesta.

En los yacimientos donde existe registro de murciélagos,
en ocasiones es posible registrar dientes sueltos que se
encuentran huecos. Estos son con frecuencia atribuidos a
individuos infantiles (pocos dias de vida) que no lograron
sobrevivir y al no haber desarrollado aln las raices de
la denticion definitiva producen dientes sueltos huecos.
Ahora, con relacion a los dientes sueltos del experimento,
observamos que las enzimas podrian causar disolucion
completa de las raices de dientes definitivos de individuos
juveniles. Asi, estos dientes huecos, podrian ser parte del
contenido de egagropilas de rapaces oportunistas que cazan
murciélagos dentro de las parideras durante el periodo de
reproduccion (Garrido-Garcia & Nogueras, 2007). Esto
implicaria, ademas, que podria distinguirse la denticion
que se ha desprendido durante la ingestion y digestion
dentro de una asociacion. Asi, observando si la corona
presenta alguna de las modificaciones encontradas en este
trabajo, se podria distinguir entre ambos escenarios, es
decir, entre elementos producidos por muerte in situ de
infantes de pocos dias de vida y elementos producidos
por depredacion.

La capsula otica es un elemento bastante desarrollado
en quirdpteros, sin embargo, su presencia en yacimientos
fosiles con murciélagos es bastante escasa (o es obviada
en el conteo de elementos esqueléticos). Al observar las
modificaciones encontradas, podemos concluir que este
elemento no es lo suficientemente fragil para ser disuelto
por la accioén acido-enzimatica. Asi, su ausencia en los
yacimientos con restos de murciélagos podria ser indicativo
de accion de procesos post-deposicionales como transporte
o pisoteo. Es necesario realizar estudios de egagropilas
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que contengan céapsulas Oticas para poder corroborar si
las modificaciones encontradas responden al grado de
disolucién provocado por la digestion o al diferente grado
de osificacion entre individuos adultos y juveniles.

Con respecto al esqueleto postcraneal, después del
experimento observamos efectos de la accion acido-
enzimatica en el proximal de fémur y distal de humero,
presentando un patron de modificacion similar al
descrito en la literatura para la digestién en roedores
(Andrews, 1990; Denys, 1995). Es necesario realizar mas
experimentos con elementos postcraneales para establecer
una secuencia de modificaciones y sus diferentes grados
de alteracion.

Las modificaciones obtenidas con la enzima Olexa
preparada con HCI han resultado menos intensas que las
obtenidas con la enzima Pronase. Ademas, Olexa produjo
modificacion principalmente en la denticion, sin producir
alteraciones en elementos postcraneales y en los huesos
mandibular y maxilar.

Es necesario realizar muestras de control con
micromamiferos cuyas modificaciones estén descritas en la
literatura (arvicolidos, muridos, soricidos, etc.) (Fernandez-
Jalvo et al., 2016, 2017), ademas de estudios actualistas
con egagropilas y excrementos de diferentes depredadores,
para conocer el grado de digestion (Andrews, 1990) al que
se corresponden las modificaciones provocadas en este
experimento y poder asi correlacionar las categorias de
digestion en roedores, soricidos y quirdpteros.
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