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RESUMEN 

 
“CARACTERIZACIÓN CONDUCTUAL DE MACHOS NO COPULADORES: 

DISCRIMINACIÓN OLFATORIA Y MOTIVACIÓN SEXUAL INCENTIVA” 
 

En la rata macho, el comportamiento sexual consiste de una serie de 

movimientos fácilmente distinguibles: montas, intromisiones (montas con 

intromisiones) y eyaculaciones. Los machos sexualmente expertos comienzan 

estos movimientos poco tiempo después de ser colocados con una hembra 

receptiva. Sin embargo, existen machos que no presentan conducta sexual 

alguna al estar en contacto con una hembra receptiva, estos son llamados 

machos no copuladores (MNC). Se han realizado estudios donde se 

comprueba que estos animales no tienen alteraciones en los mecanismos que 

controlan la erección, los movimientos peneanos ni en la eyaculación. Además, 

sus niveles plasmáticos de testosterona son normales. Las ratas macho fueron 

clasificadas como copuladoras (C), no copuladoras (NC) y lentas (L).  El primer 

objetivo del presente estudio fue evaluar si los machos no copuladores pueden 

discriminar estímulos olfatorios sexualmente relevantes. La prueba consiste en 

colocar al animal experimental en una caja de acrílico tapada con una malla 

sobre las barras de acero de la tapa de la caja donde se coloca la comida. En 

primer lugar, se hacen dos presentaciones de agua desionizada en un papel 

filtro con 10 µl durante dos minutos cada una para que el individuo se habitúe. 

Después de éstas, se hacen tres presentaciones de un olor sexualmente 

relevante en un papel filtro con 10 µl  durante dos minutos cada una seguidas 

de otras tres presentaciones de un olor sexualmente relevante diferente al 

primero. Los resultados de este experimento sugieren que los machos no 

copuladores y los machos lentos tienen la misma capacidad que los 

copuladores para discriminar los olores sexualmente relevantes. En un 

segundo experimento evaluamos si una hembra sexualmente receptiva tiene 

preferencia por un macho copulador o un no copulador. Los resultados del 

segundo experimento demuestran que los machos no copuladores y los 

machos copuladores son igualmente atractivos para una hembra sexualmente 

receptiva. En un tercer experimento, evaluamos si al observar a otro macho 



copular, los machos no copuladores despliegan el patrón de conducta sexual. 

En esta prueba de estimulación sexual colocamos a un macho estímulo con 

una hembra sexualmente receptiva en una caja de cópula y al mismo tiempo 

colocamos al macho experimental (un macho NC, un C o un L). Evaluamos la 

conducta sexual en dos pruebas de 30 min cada una.  Los resultados de esta 

prueba nos indican que la conducta sexual no se estimula en los machos lentos 

al observar la cópula con una pareja estímulo. En un cuarto experimento 

pesamos los órganos más representativos involucrados en el aspecto 

reproductivo para saber si los machos no copuladores tienen alguna alteración 

en el eje hipotálamo-hipófisis-gónadas, con el cual encontramos que los 

machos no copuladores no tienen alguna alteración hormonal que no les 

permita desplegar la conducta sexual. En un último experimento identificamos 

mediante la técnica de microarreglos los genes expresados diferencialmente en 

el hipotálamo de las ratas macho copuladoras y no copuladoras. 

 

 

 



CAPÍTULO I. CONDUCTA SEXUAL EN LA RATA 
 
 

1.1 Descripción de la conducta sexual. 
 

La conducta sexual de los mamíferos tiene dos componentes 

principales: el precopulatorio o motivacional, en el cual el sujeto busca e 

inicia la interacción con la pareja sexual y el consumatorio o de ejecución, el 

cual permite llevar a cabo dicha interacción (Beach, 1967). La conducta 

precopulatoria varía en cuanto al tiempo, ya que puede durar desde 

segundos o minutos hasta horas dependiendo de la especie y de la 

experiencia sexual previa. En la rata, esta conducta se basa en el olfateo de 

la región perianal, la exploración genital y el aseo de la pareja (Hlinák, 1986; 

Hlinák y col., 1987; Hlinák, 1990). Durante esta conducta, la hembra 

receptiva presenta además conductas de atracción tales como el 

desplazamiento en zig-zag, el brincoteo y el movimiento rápido de las orejas 

(Blaustein y Erskine, 2002 ). 

 

En la conducta copulatoria de la rata macho se identifican tres patrones 

conductuales (Figura 1), que son: 

 

1) Montas.- Este patrón consiste en una serie de movimientos pélvicos en 

donde el macho se posa sobre la parte posterior de la hembra, 

posteriormente la desmonta  y en algunas ocasiones el macho realiza 

acicalamiento genital. 

 

2) Intromisión .- Se lleva a cabo cuando el macho realiza una monta, 

insertando el pene en la vagina de la hembra seguido de  movimientos 

pélvicos. La desmonta se da con la separación brusca del macho; 

finalmente el macho puede lamerse el pene. (Figura 1 ). 

 

3) Eyaculación.- Se da cuando el macho ha presentado una serie de 

intromisiones que terminan con movimientos repetidos de los miembros 

anteriores. El macho inserta su pene en la vagina y esta penetración es 



más larga y la desmonta es lenta. La eyaculación consiste en una 

expulsión de líquido seminal y espermatozoides en la vagina de la 

hembra. Después de la eyaculación, la desmonta es lenta y va 

acompañada de acicalamiento genital (los patrones conductuales se 

ejemplifican en la Figura 1). 

 

 

 

 
 
 
igura 1. Representación de los diferentes componentes del comportamiento sexual 
(Adaptado de Slob y Vander Werff ten Bosch, 1997 ). 

 

 

 

Durante la cópula, el macho no necesariamente presenta montas y el 

número de intromisiones varía entre 8 y 15 antes de la eyaculación. Una vez 

que el macho ha eyaculado, se presenta un intervalo de 5 min 

aproximadamente en el cual el macho se aisla de la hembra y no presenta 

ninguna conducta sexual hacia ella, a esto se le llama intervalo 



posteyaculatorio (Larsson, 1956). Conforme se van incrementando las series 

copulatorias, los patrones conductuales van cambiando, es decir, el macho se 

va volviendo “experto”, la latencia de montas e intromisiones va disminuyendo y 

el intervalo posteyaculatorio, que al principio tenía una duración de 4 a 5 

minutos, puede durar de 1 a 2 minutos (Larsson, 1979). 

 

Para que la cópula se lleve a cabo, es necesario que el macho esté en 

contacto con una hembra sexualmente receptiva  (en estro). Los machos 

sexualmente expertos son aquellos que al momento de ser colocados con una 

hembra sexualmente receptiva, eyaculan en un intervalo de 10 a 15 minutos. 

Sin embargo, existen machos que no presentan conducta sexual alguna al 

estar en contacto con una hembra receptiva, estos son llamados machos no 

copuladores (MNC). Estos animales han sido descritos en varias especies de 

mamíferos como: la cabra, el conejillo de indias, el gerbo, el hámster, la rata y 

el ratón (Alexander et al. 1999; Anderson, 1936; Beach, 1942; Clark et al., 

1992; Harding and Feder 1976; Perkins et al., 1992). En la rata, estos animales 

no tienen alteraciones en los mecanismos que controlan la erección, los 

movimientos peneanos ni la eyaculación (Stefanick y Davidson,1985); y sus 

niveles plasmáticos de testosterona son normales (Damassa, et al. 1977). 

 

Nuestro grupo de trabajo ha realizado la caracterización conductual de 

estos animales para determinar las posibles causas de este déficit conductual. 

Así, hemos determinado que estos animales no están conductualmente 

feminizados y tienen una menor preferencia por olores de hembras 

sexualmente receptivas que los machos copuladores (Portillo y Paredes, 2003). 

Esta menor preferencia puede deberse a un menor interés por estos estímulos 

o bien a una incapacidad para detectar olores sexualmente relevantes. Esto 

intentaremos discernir en el presente estudio por lo que en el siguiente capítulo 

describiremos el sistema olfatorio de los roedores. 



 

 

CAPÍTULO II. SISTEMA OLFATORIO 
 
 
2.1 Sistema de proyección vomeronasal 
 

  

       En los mamíferos existen dos sistemas olfatorios: el sistema de proyección 

vomeronasal (SVN) y el Sistema Olfatorio Principal, ambos involucrados en el 

control de la conducta sexual. El SVN  proyecta al Bulbo Olfatorio Accesorio 

(BOA), es sexualmente dimórfico (Segovia y Guillamón, 1993; Segovia y 

Guillamón, 1996) y está involucrado en el control de la conducta sexual  

(Segovia y Guillamón, 1993; Portillo y Paredes, 1998). 

 

      El Bulbo Olfatorio Principal (BOP) recibe información del epitelio que 

recubre la cavidad nasal, donde son captados los olores volátiles, mientras que 

el BOA, que se encuentra en la porción dorsocaudal del bulbo olfatorio principal 

(Paxinos, 1995) recibe la información del órgano Vomeronasal y detecta 

moléculas grandes y olores no volátiles que también influyen en las funciones 

neuroendocrinas (Bargmann, 1997; Halpern, 1987; Keverne, 1999; Tirindelli et 

al., 1998); la información química que recibe es traducida a una señal eléctrica 

y enviada al BOA a través del nervio vomeronasal. La ablación de los  bulbos 

olfatorios en la rata macho genera una reducción del porcentaje de animales 

que eyaculan (Larsson, 1975; Meisel y col., 1982), esto es generado por la 

incapacidad de algunos machos para iniciar la cópula (Larsson 1969; Meisel y 

col., 1980).  

 

      Se ha observado que si se lesionan bilateralmente el bulbo olfatorio 

principal y el accesorio se pierde la conducta sexual. Esto nos indica la gran 

importancia del sistema olfatorio en la expresión de la conducta sexual 

masculina (Winans y Powers, 1977). En la figura 2 se muestra el circuito 

funcional del sistema de proyección vomeronasal. En el macho las señales 



emitidas por una hembra en estro activan principalmente al bulbo olfatorio 

accesorio, al núcleo de la cama de la estría terminal y a la amígdala; esta 

información llega y se integra en el área preóptica medial (una estructura 

fundamental para la expresión de la conducta sexual) lo que genera una señal 

para poder ejecutar la cópula.  

 
           

Figura 2.  El sistema de proyección vomeronasal es un circuito neuronal que 

controla la conducta sexual de la rata macho. Inicia con la detección de estímulos 

sexualmente relevantes por el órgano vomeronasal, el cual transmite esta información 

al bulbo olfatorio accesorio (BOA). El BOA establece conexiones directas con la 

amígdala y el núcleo lecho de la cama de la estría terminal (NCET), permitiendo que el 

macho detecte a una hembra en estro. La amígdala y el núcleo lecho de la estría 

terminal establecen conexiones con el área preóptica medial (APM). En este circuito 

se generan las conductas apetitivas de orientación, persecución a la hembra, así como 

la preferencia y reforzamiento sexual. Modificado de Baum, 1992. 

 

A continuación, describiré brevemente las diferentes líneas de 

investigación que demuestran la importancia del sistema vomeronasal en el 

control de la conducta sexual. 

 

2.2 Órgano vomeronasal 
 



El órgano vomeronasal es una estructura quimiorreceptora fusiforme que 

se encuentra bilateralmente en la parte más ventral del septum nasal. La 

importancia del órgano vomeronasal se ha enfocado en el control de la 

conducta sexual masculina, esto se ha estudiado mediante técnicas de lesión. 

En estudios en los que se elimina el órgano vomeronasal en ratas macho 

sexualmente expertas se observa un incremento en la latencia de la primera 

intromisión, así como una reducción en el número de intromisiones. Sin 

embargo, todos los machos que copulan son capaces de eyacular (Kondo et 

al., 2003; Saito y Moltz, 1986). De la misma forma, no se han observado 

alteraciones en las erecciones sin contacto, las cuales son inducidas por olores 

de hembras sexualmente receptivas, estos olores son detectados por el 

sistema olfatorio principal (Kondo y col, 1990). Otros estudios han demostrado 

que la ablación del órgano vomeronasal, se disminuye la respuesta de Fos 

(gen de respuesta temprana que se utiliza como marcador de actividad 

neuronal en respuesta a varios estímulos sensoriales u homeostáticos) 

inducida por la cópula en la capa granular del bulbo olfatorio accesorio y en la 

amígdala medial (Kondo, et al., 2003). Los cambios conductuales no son los 

únicos observados cuando se lesiona esta estructura, también se ha reportado 

una disminución de los efectos estimulantes de los machos en la liberación de 

la hormona luteinizante (Rajendren, et al., 1990), pero no una disminución en 

los niveles de testosterona (Stowers, et al., 2002). 

 
 
2.3 Bulbo Olfatorio Accesorio  
 

El bulbo olfatorio accesorio (BOA)  se localiza en la porción dorsocaudal 

del bulbo olfatorio principal y transmite información desde el OVN al glomérulo 

del BOA (Paxinos, 1995). El BOA tiene proyecciones a la amígdala, 

específicamente al núcleo cortical medial y posterior, el núcleo lecho de la 

estría Terminal y el núcleo del tracto olfatorio accesorio. El BOA se involucra en 

funciones como la  habituación, agresión, regulación de la temperatura, en la 

memoria olfativa y el aprendizaje (Guan, et al., 1993).  

 



Como ya se mencionó, si se eliminan los bulbos olfatorios en la rata 

macho, se genera una reducción en el porcentaje de machos que eyaculan 

(Larsson,1975; Meisel y col., 1982). Resultados más severos en la pérdida de 

la conducta sexual se observan con lesiones bilaterales conjuntas del bulbo 

olfatorio principal y accesorio, ya que estas lesiones eliminan por completo la 

cópula (Winans y Powers, 1977; citado en Portillo, 2004). De  la misma 

manera, la lesión de los bulbos afecta la preferencia sexual, ya que ha sido 

demostrado que mientras los machos intactos prefieren a las hembras en estro 

e inician la cópula con ellas, los animales lesionados en esta área no copulan y 

no muestran preferencia por las hembras en estro (Edwards et al, 1990; 

Edwards et al, 1996).  

 

 
2.4 Núcleo Lecho de la Estría Terminal 
 

El núcleo lecho de la estría terminal es una estructura del cerebro 

anterior definida como una masa prominente de materia gris rostral al núcleo 

olfatorio y caudal a ciertos componentes del complejo amigdaloide (Johnston, 

1923; citado en Portillo, 2004). Esta estructura es considerada un regulador 

integral del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (Dong, et al., 2001). Está 

involucrada en la regulación de aspectos fisiológicos y conductuales de la 

reproducción; es una estructura sexualmente dimórfica, de mayor tamaño en el 

macho que en la hembra (Guillamón y Segovia, 1996) y establece conexiones 

recíprocas con la amígdala medial y el área preóptica medial (Canteras et al, 

1992). Las lesiones del núcleo lecho de la estría terminal incrementan el 

número de montas e intromisiones así como la latencia de eyaculación 

(Giantonio et al, 1970). 

 
 
 
 
2.5 Amígdala 

La amígdala  es un complejo nuclear que se continúa con la cola del 

núcleo caudado. Se localiza en la porción medial del lóbulo temporal. Está 



involucrada en una serie de conductas y funciones reguladoras como son las 

emociones, la memoria, la modulación de los sistemas autónomos y 

neuroendocrinos, la reproducción y la agresión (Paxinos, 1995). La amígdala 

recibe información sensorial de los bulbos olfatorios y del órgano vomeronasal 

enviándola al área preóptica medial y otras estructuras (Wood, 1997). La 

amígdala es más grande en los machos que en las hembras (Hines et al., 

1992; Guillamón y Segovia, 1996). Este dimorfismo sexual se debe a las 

hormonas gonadales, ya que cuando los machos son gonadectomizados el 

tamaño de este núcleo disminuye adquiriendo un tamaño similar al de las 

hembras (Cooke et al., 1998). 

 

Lesiones en la amígdala medial producen latencias de eyaculación 

largas y pocas eyaculaciones (Giantonino, Lund y Gerall, 1970; citado en 

Portillo, 2004). Por otro lado, las lesiones en la amígdala basolateral no tienen 

efectos en la conducta copulatoria de las ratas macho (Harris y Sachs, 1975; 

citado en Portillo, 2004) ni de los hámsters (Lehman y Winans, 1982). 

 

2.6 Área Preóptica Medial 
 

El Área Preóptica Medial (APM) está localizada entre la porción caudal 

del quiasma óptico y por debajo de la comisura anterior. Está rodeada 

rostralmente por la lámina terminalis  y caudalmente por la división medial del 

núcleo lecho de la estría terminal (Simerly, 1995); es una parte fundamental del 

sistema de proyección vomeronasal. El APM se conecta con varias regiones 

neuronales,  entre ellas se han identificado vías eferentes con el septum lateral, 

el núcleo lecho de la estría terminal, la amígdala medial, varios núcleos 

hipotalámicos, el giro central, los núcleos del rafe (dorsal y medio), el área 

ventral tegmental y el núcleo del tracto solitario (Chiba y Murata, 1985; Conrad 

y Pfaff, 1976; Simerly et al., 1986; Simerly y Swanson,1988). 

 

El APM es filogenéticamente crucial para la expresión del 

comportamiento sexual en los machos. Se ha demostrado que las lesiones en 

esta estructura interrumpen la cópula en machos de diferentes especies 

incluyendo peces, ranas, lagartijas, víboras, pollos, ratones, hámster, ratas, 



gerbos, cabras, gatos, perros,  conejillo de indias, hurón, codorniz, marmota y 

el mono rhesus ( Revisión de Hart y Leedy, 1985; Meisel y Sachs, 1994 ). Sin 

embargo, los estudios hormonales y conductuales más detallados se han 

realizado en ratas.   Cuando las lesiones son pequeñas, el comportamiento 

sexual es temporalmente interrumpido mientras que si las lesiones son lo 

suficientemente grandes, la cópula se elimina permanentemente (Heimer y 

Larsson, 1966/ 1967). Estos déficits son debido a la destrucción de neuronas 

en el APM y no a la interrupción de fibras que pasan a través de esta área 

(Paredes, 2003). Lesiones electrolíticas (Heimer y Larsson, 1966/1967; 

Paredes y Agmo, 1992; Paredes, Highland y karma, 1993; Paredes, Tzschente 

y Nakach, 1998),   con radiofrecuencia (Lupo, Dessi-Fulgheri, Musi y Larsson, 

1983), cortes con navaja (Szechtman, Caggiula y Wulkan, 1978) o lesiones 

neurotóxicas que destruyen sólo cuerpos celulares (Hansen, Kohler, Goldstein 

y Steinbuch, 1982; Paredes y Baum, 1995) producen déficits similares en la 

conducta sexual en machos, y éstos son permanentes. Asimismo, se ha 

demostrado que mecanismos que se utilizan para inducir la conducta sexual en 

ratas macho con baja actividad sexual, como el pincharles la cola, manipular al 

macho o cambiar a la hembra estímulo son incapaces de inducir la conducta 

sexual en animales con lesiones en el APM (Caggiula, Antelman y Zigmond, 

1974; Heimer y Larsson, 1966/1967; Lisk, 1968; Stefanick y Davidson, 1987). 

 

Se han propuesto tres hipótesis para explicar cómo las lesiones del APM 

interrumpen la conducta sexual: la primera sugiere que las neuronas del APM 

controlan los aspectos consumatorios de la cópula, la segunda propone que el 

APM está involucrada en componentes motivacionales del comportamiento 

sexual masculino y la tercera plantea que las neuronas de esta región del 

cerebro están involucradas en la regulación de aspectos motivacionales y 

consumatorios del comportamiento sexual masculino (Paredes, 2003). 

Los machos no copuladores son conductualmente parecidos a los 

machos lesionados en esta área, ya que a pesar de que son evaluados varias 

veces con hembras sexualmente receptivas no presentan conducta sexual. Se 

han realizado diversos estudios en los cuales se demuestra que estos animales  



existen en diferentes especies de mamíferos como describiremos en el 

siguiente capítulo. 

 
 
CAPÍTULO III. MACHOS NO COPULADORES 
 
  Como ya describimos anteriormente, los machos no copuladores son 

aquellos animales que, a pesar de ser evaluados repetidamente con hembras 

sexualmente receptivas no presentan ningún patrón de conducta sexual. Se 

han identificado animales que no copulan en varias especies de mamíferos 

incluyendo el carnero (Alexander et al., 1999), la cabra, el gerbo, el hámster, y 

el conejillo de indias (Harding y Feder, 1976). Estos machos han sido poco 

estudiados por lo que no se conocen las causas de la ausencia de conducta 

sexual. A continuación, mencionaremos los estudios realizados en los machos 

no copuladores en diferentes especies. 

 
3.1 Rata 

 

La rata, es el mamífero en el cual se han llevado a cabo la mayoría de 

los estudios de los machos no copuladores. En el laboratorio se ha realizado 

una caracterización conductual en la que se demostró que estos machos no 

están conductualmente feminizados, ya que al ser montados por otros machos 

su coeficiente e intensidad de lordosis es muy bajo al igual que en los machos 

copuladores. Los tratamientos hormonales con benzoato de estradiol o 

benzoato de estradiol más progesterona incrementan la respuesta de lordosis 

en la misma proporción en ambos grupos de machos (Portillo y Paredes 2004). 

En pruebas de preferencia sexual en las que los animales son libres de elegir 

entre interactuar (oler y/o desplegar la conducta sexual) con una hembra 

sexualmente receptiva o un macho activo, se demostró que los machos no 

copuladores invierten el mismo tiempo con una hembra en estro que con un 

macho sexualmente activo (Portillo y Paredes, 2004). Mediante pruebas de 

motivación sexual en la cual los animales pueden oler, ver, oír pero no tener 

contacto físico con las hembras en estro o con los machos sexualmente activos 



(Agmo, 2003), se evaluó si las hembras son atractivas para los machos no 

copuladores. Se encontró que los machos no copuladores no tienen 

preferencia por ninguna de las zonas incentivas, es decir, pasan el mismo 

tiempo en la zona incentiva de la hembra en estro y del macho sexualmente 

activo (Portillo y Paredes, 2004). Por medio de pruebas de preferencia olfatoria, 

se demostró que los machos no copuladores a diferencia de los copuladores 

pasan menos tiempo oliendo el aserrín expuesto a secreciones de hembras en 

estro (Portillo y Paredes, 2004). Esto no se debe a bajos niveles de 

testosterona, ya que los tratamientos con dosis altas de propionato de 

testosterona en estos machos no incrementa la preferencia por estos olores 

(Portillo y Paredes, 2003). A nivel fisiológico, se ha demostrado que estos 

machos no tienen alteraciones en los mecanismos que controlan la erección, 

los movimientos peneanos y la eyaculación (Stefanick y Davidson, 1987) y sus 

niveles de testosterona son similares a los de los machos copuladores 

(Damassa, et al 1977). Por otro lado, se ha reportado que los machos con baja 

actividad sexual (machos “dud”) tienen bajos niveles de receptores a 

estrógenos en el área preóptica medial en comparación con los machos 

copuladores (Clark, et al., 1985 citado en Portillo, 2004). Otros experimentos 

han demostrado que  el volumen del núcleo sexualmente dimórfico del APM de 

machos no copuladores es menor que el de los machos copuladores (Rhees, et 

al., 1999).  

 

 

 

 

 

3.2 Otras especies 
 

Estos machos no copuladores, también se han descrito en otras 

especies de mamíferos como son el hámster, el conejillo de indias, el ratón, el 

carnero y el gerbo. En el  hámster, el conejillo de indias y el ratón sólo se ha 

demostrado que la ausencia de la conducta sexual no se debe a bajos niveles 

plasmáticos de testosterona (Harding y Feder, 1976). En el carnero, se ha 



reportado que los machos orientados a machos (como en esta especie son 

llamados) no montan a las hembras en estro y en pruebas de preferencia 

sexual montan a otros machos (Perkins, et al., 1992). Asimismo, tienen un 

menor número de receptores a estrógenos ocupados en el APM y un mayor 

número en la adenohipófisis anterior que los machos copuladores (Alexander et 

al., 1993). También, se ha demostrado que los machos orientados a machos 

están neuroanatómicamente feminizados en las estructuras sexualmente 

dimórficas como son el APM y la amígdala, ya que son similares a las de las 

hembras (Alexander, et al., 2001). 
 

En el gerbo se ha demostrado que la conducta sexual masculina está 

relacionada con los niveles sanguíneos de testosterona. En los adultos, los 

niveles de esta hormona están relacionados con la ubicación intrauterina que 

tuvieron durante la gestación. Los machos que en el útero se gestaron entre 

dos hembras, cuando alcanzan la edad adulta tienen aproximadamente la 

mitad de los niveles de testosterona que los machos gestados entre animales 

de su mismo sexo (Clark et al., 1992). De los machos gestados entre dos 

hembras, el 22% no muestran interés por las hembras en estro, no realizan 

ningún patrón de conducta sexual (es decir, no montan, no intrometen y no 

eyaculan); sin embargo, aunque no copulan, muestran mayor cantidad de 

conductas parentales que los machos copuladores, por ejemplo pasan más 

tiempo anidando, cuidando y transportando a los recién nacidos (Clark et 

al.,2000). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

Para que la conducta sexual se despliegue en la rata, es necesario que 

los machos identifiquen a su pareja sexual, en este caso a una hembra en 

estro. Para este reconocimiento, los machos utilizan la vista, el olfato y la 

audición. Una vez que son reconocidas, el macho comienza a tener una 

interacción sexual con la hembra desarrollando así el patrón de conducta 

sexual que incluye las montas, las intromisiones y la eyaculación. Sin embargo, 

aunque la mayoría de los machos de todas las especies de mamíferos llevan a 

cabo la cópula cuando las condiciones son adecuadas, se han identificado 

machos aparentemente normales que, a pesar de ser evaluados repetidamente 

con hembras en estro, no muestran conducta sexual. Estos machos llamados 

“no copuladores” se han descrito en diferentes especies de mamíferos como 

son la cabra, el conejillo de indias, el gerbo, el hámster, la rata y el ratón 

(Alexander et al., 1999;  Anderson, 1936; Beach, 1942; Clark  et al., 1992; 

Harding y Feder, 1976; Perkins et al., 1992).  

Estudios previos en nuestro laboratorio, han demostrado que estos 

machos no tienen alteraciones en la coordinación motora fina de sus 

movimientos que les impidan perseguir a las hembras en estro y copular con 

ellas (Portillo y Paredes, 2003); tampoco están conductualmente feminizados 

ya que al igual que los machos copuladores, cuando son montados por otros 

machos su coeficiente e intensidad de lordosis son muy bajos (Portillo y 

Paredes, 2003). Asimismo, utilizando pruebas de motivación sexual 

demostramos que, mientras los machos copuladores prefieren a las hembras 

en estro, los machos no copuladores independientemente de que puedan 

copular o no con los animales estímulo, no prefieren a las hembras en estro 

(Portillo y Paredes, 2004).  

También demostramos que los machos no copuladores tienen una 

menor preferencia por los olores de hembras sexualmente receptivas. No 

sabemos si esta disminución en la preferencia por olores sexualmente 

relevantes se debe a que los machos no pueden identificar estos olores o si no 

tienen interés por los mismos. Así en el primer experimento evaluamos la 

capacidad de los machos no copuladores para identificar olores sexualmente 



relevantes. En el segundo experimento determinamos si estos machos son 

atractivos para hembras sexualmente receptivas. En el tercer experimento 

evaluamos si es posible inducir la conducta sexual en estos animales al 

observar a otros animales copular. En el cuarto experimento pesamos los 

órganos más representativos involucrados en el aspecto reproductivo para 

saber si los machos no copuladores tienen alguna alteración en el eje 

hipotálamo-hipófisis-gónadas. En un último experimento se identificaron genes 

que se expresan de manera diferencial en el APM de los machos copuladores y 

los machos no copuladores para ayudarnos a identificar la neurobiología de los 

machos no copuladores. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



HIPÓTESIS 
 

* Si los machos no copuladores no pueden discriminar olores sexualmente 

relevantes, se espera que sean incapaces de discriminar los olores 

provenientes de hembras en estro en comparación con hembras que no están 

en estro o de machos intactos sexualmente activos. 

 

* Los machos no copuladores y los machos copuladores son igualmente 

atractivos para una hembra sexualmente receptiva. 

 

* La observación de la conducta sexual ejercida por una pareja estímulo 

desencadena la conducta sexual en los machos no copuladores. 

 

*  La ausencia de conducta sexual en los machos no copuladores se debe a 

diferencias en la expresión de algunos genes en el hipotálamo. 

 

 
OBJETIVOS 
 

* Determinar si los machos no copuladores pueden discriminar estímulos 

olfatorios sexualmente relevantes. 

 

* Determinar si los machos no copuladores pueden discriminar entre estímulos 

olfatorios no sexuales. 

 

* Evaluar si una hembra sexualmente receptiva tiene preferencia por un macho 

copulador o un no copulador. 

 

* Determinar si la observación de la conducta sexual ejercida por un macho 

estímulo desencadena la conducta sexual en un macho no copulador. 

 

* Determinar si el peso corporal, de los testículos, de las vesículas seminales y 

del epidídimo es similar entre los machos copuladores y los machos no 

copuladores. 



 

* Identificar genes expresados diferencialmente en el Área Preóptica Medial en 

machos copuladores y no copuladores por medio de microarreglos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



CAPÍTULO IV. MÉTODO 
 
 
EXPERIMENTO I. PRUEBAS CONDUCTUALES 

 
4.1.1 Animales 
 

Se utilizaron ratas macho adulto (Wistar) quedando después del proceso 

de selección como explicaré posteriormente, 34 ratas obtenidas del bioterio del 

Instituto de Neurobiología, mantenidas en un cuarto con temperatura 

controlada, con administración libre de agua y comida libre y bajo un ciclo 

invertido de luz-oscuridad (12 horas luz / 12 horas oscuridad). A las ratas 

hembra utilizadas como estímulo se les aplicó el siguiente tratamiento 

hormonal, debido a que induce altos niveles de receptividad en las hembras 

(Moralí y Beber, 1979): GDX + 25µg/rata de Benzoato de Estradiol (EB) 52- 56 

horas antes + 1 mg/ rata de progesterona (P) 4-6 horas antes de la prueba de 

comportamiento sexual. 

  

4.1.2 Pruebas de comportamiento sexual en machos 
 

El comportamiento sexual en machos se registró durante 3 pruebas de 

30 min cada una con hembras receptivas en una caja de cópula  ( 40 x 60 x 40 

cm ), (como se observa en la Figura 3) donde el macho es introducido 

inmediatamente después de haber colocado a la hembra receptiva. Con base 

en estas pruebas los machos se clasificaron en 3 grupos: machos copuladores, 

no copuladores, y lentos. Para llevar a cabo esta clasificación, se tomaron en 

cuenta los siguientes parámetros: latencia de monta (monta sin intromisión), el 

número de montas, la latencia de intromisión (monta con intromisión), el 

número de intromisiones, la latencia de eyaculación (monta con una intromisión 

final “profunda”, desmonta lenta y aseo), el número de eyaculaciones y el 

intervalo posteyaculatorio. Aquellos machos que eyacularon durante las tres 

pruebas (de 30 min cada una) fueron incluídos en el grupo de las ratas 

copuladoras (C). Los machos que en un lapso de 30 min no mostraron ningún 

parámetro de conducta sexual, es decir, no montaron ni intromitieron en 



ninguna de las 3 pruebas fueron considerados no copuladores (NC). Los 

machos que montaron, intromitieron pero que no eyacularon en ninguna de las 

pruebas o que eyacularon en una de las tres pruebas fueron incluidos en el 

grupo de los machos lentos (L). Los machos que eyacularon en dos de las tres 

pruebas fueron eliminados del estudio. 

 

 
Figura 3. Caja de cópula para la prueba de comportamiento 

sexual. 

 
 
EXPERIMENTO II. PRUEBAS DE DISCRIMINACIÓN OLFATORIA 
 

4.2   Pruebas de discriminación olfatoria 
 

Como ya se dijo, el sistema olfatorio es importante, entre otras 

funciones, para la reproducción. Por ejemplo, es importante en la detección 

de olores volátiles y no volátiles para el reconocimiento de una hembra 

sexualmente receptiva y así, poder llevar a cabo su reproducción. Con base 

en esto, decidimos utilizar una prueba de discriminación olfatoria para 

determinar si el olfato está alterado en la rata macho no copuladora y en los 

machos lentos. 

 

 

 



 
4.2.1 Procedimiento  

 
La prueba consiste en colocar al animal experimental en una caja de 

acrílico  (15 x 33.5 x 23.5 cm) tapada con una malla sobre las barras de acero 

de la tapa de la caja donde se coloca la comida (Fig. 4). En primer lugar, se 

hacen dos presentaciones de agua desionizada en un papel filtro con 10 µl 

durante dos minutos cada una para que el individuo se habitúe. Después de 

éstas, se hacen tres presentaciones de un olor sexualmente relevante (orina de 

hembra en estro, orina de hembra en anestro u orina de macho experto) en un 

papel filtro con 10 µl  durante dos minutos cada una seguidas de otras tres 

presentaciones de un olor sexualmente relevante diferente al primero. 

 En otra prueba se hacen dos presentaciones de agua y luego tres de un 

olor no sexualmente relevante (menta) seguido de otro olor no sexualmente 

relevante diferente (acetato de amilo –olor a plátano-). La menta y el acetato de 

amilo se diluyeron en glicerol 1:10 ml. 

 Si al haber algún olor (inicial referido al agua) o cambio de olor, el 

individuo dedica más tiempo (lo cual interpretamos como que vuelve a olfatear 

con interés) consideramos que ha logrado discriminar entre los dos olores. 

Para evaluar este interés se registra el tiempo que permanece oliendo el aroma 

nuevo, tal como lo describe Baum y Keverne (2002). Los olores sexualmente 

relevantes que se utilizaron fueron obtenidos colocando a los animales 

estímulo (8 hembras en estro, 8 hembras en anestro y 8 machos sexualmente 

expertos que no estaban dentro de los grupos experimentales) en una plancha 

de metal desinfectada con cloro minutos antes de dejar al animal estímulo 

sobre ella. Los animales se dejaron sobre la plancha hasta que orinaron. La 

orina se colectó con jeringas de 1 ml y se vació en tubos eppendorff 

etiquetados respectivamente y se colocaron a –6°C durante 10 días. Después 

de esto, se mezcló la orina de los ocho sujetos de un mismo tipo y se 

homogenizó la muestra en un vórtex y se hicieron alícuotas de 100 ml que 

fueron congeladas para su uso en las pruebas. Se realizó el mismo 

procedimiento para los demás sujetos. 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 4. Fotografía de la caja para la prueba de discriminación    

olfatoria, en la cual se coloca el estímulo en un plato sobre la malla donde 

se coloca la comida habitualmente. 

  
 

4.2.2 Estadística 
 
Los  datos se analizaron  con un ANOVA 3 (niveles: C, NC y L) x 8 

(estímulos), en caso de efectos significativos se hicieron comparaciones 

entre grupos con una prueba exacta de Fisher. 

 
4.2.3 Resultados y discusión parcial 

 
Como se observa en las figuras 5, 6 y 7 los tres grupos (C n=12, NC n=11 y L 

n=11) se comportaron de manera similar con todos los estímulos nuevos. En 

cada uno de los grupos se observó que tanto al olor de macho experto, como al 

olor de hembra en estro o en anestro o al olor de acetato de amilo o al de 

menta (en este último no fue tan claro) en la primera presentación, cuando el 

olor es novedoso, hubo diferencias significativas respecto al estímulo previo. 

En el caso de los machos lentos, la orina de macho experto vs la orina de 

hembra en estro, se encontró una diferencia significativa entre el tiempo que 

pasaron discriminando [[F(2,33)=4.04, P= 0.02 ], sesión [F(7,33)= 23.915, P< 



0.01] interacción F [F(14,33)= 2.52, P= 0.002]]. La prueba post-hoc de Fisher 

nos indica que los machos lentos pasan mayor tiempo olfateando la orina de 

una hembra en estro que la de un macho experto. Cuando se comparó el 

tiempo de discriminación de la orina de una hembra en estro y una en anestro, 

también se encontraron diferencias significativas entre sesiones [F(7,33)= 

23.764, P< 0.0001]]. Las pruebas post-hoc nos revelan que los machos 

copuladores pasan mayor tiempo olfateando la orina de una hembra en estro 

con respecto a los machos no copuladores (Figura 6). Por último, en el caso de 

los olores no sexuales, encontramos una diferencia significativa [grupo 

[F(2,33)=0.129, P= 0.878 ],  sesión [F(7,33)= 19.277, P< 0.0001] interacción F 

[F(14,33)= 0.961, P= 0.4944]] en la que las pruebas post-hoc nos indican que 

los machos copuladores y no lentos pasan mayor tiempo olfateando el olor de 

la menta que los machos no copuladores y más tiempo que los machos NC 

(Figura 7). 
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 Figura 5. Tiempo que pasaron los machos copuladores (cop), los no 
              copuladores (NC) y los lentos  discriminando olores sexualmente 
              relevantes orina de macho experto (ME)  vs orina de hembra en estro 
             (HE) y no relevante sexualmente como el agua (A). 
              * Diferente de estímulo previo en el mismo grupo p< 0.05 ; ** p< 0.01. 
              + + Diferente de los machos copuladores en la misma presentación  
              p< 0.05. 
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     Figura 6. Tiempo que pasaron los machos copuladores, los no copuladores y los  
     lentos discriminando olores sexualmente relevantes (orina de hembra en estro vs  
     orina de hembra en anestro). 
     ** Diferente de estímulo previo en el mismo grupo p< 0.01. 
     + + Diferente de los machos copuladores en la misma presentación p< 0.05. 
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Figura 7. Tiempo que pasaron los machos copuladores, los  no copuladores y 
los lentos discriminando olores no sexuales (menta vs acetato de amilo). 

 * Diferente de estímulo previo en el mismo grupo p< 0.05 ; ** p< 0.01. 
            + + Diferente de los machos copuladores en la misma presentación  
             p< 0.05. 
 + + +  Diferente de los machos lentos en la misma presentación p< 0.05. 
 
 
 
EXPERIMENTO III. PRUEBAS DE MOTIVACIÓN SEXUAL INCENTIVA (MSI) 
 
 
4.3 Pruebas de motivación sexual incentiva (MSI). 

 

Se considera a la motivación sexual como un proceso en el cual un 

animal busca tener contacto con otro (Agmo, 1999). Este tipo de motivación se 

conoce como motivación sexual incentiva, y se da cuando se presentan 

animales estímulo al animal experimental, permitiéndoles olfatear y percibir 

sonidos del animal estímulo sin tener contacto sexual con éste. El animal 

estímulo tiene la función de activar el comportamiento de aproximación, que es 

lo que hace que funcione como un incentivo (Agmo, 1999) hacia el animal 

experimental. Con esta prueba evaluaremos si las hembras sexualmente 



receptivas prefieren a un macho sexualmente activo (macho copulador) o a un 

macho no copulador. 

 

 

4.2.4 Procedimiento 
 

 

Después de seleccionar a los machos C, NC y L se realizaron las pruebas 

de MSI de acuerdo al procedimiento descrito por Agmo (2003). Este 

procedimiento se utilizó en una prueba para determinar si los machos NC son 

igual de atractivos para las hembras que los machos C.  En otra prueba se 

determinó si los machos L son igual de atractivos para las hembras que los 

machos C. En estas pruebas se coloca a la hembra en el centro de una caja de 

acrílico (100 x  50 cm) con dos compartimentos laterales de 25 x 15 cm  donde 

son colocados los animales estímulo como se muestra en la Figura 8. Antes de 

cada prueba, las hembras fueron habituadas a la caja; esta habituación 

consiste en colocar en el centro de la caja a la hembra durante 3 períodos de 

10 min sin animales estímulo. 
 

Durante la prueba, se coloca a los animales estímulo (en la prueba uno, a 

un macho copulador y a un macho no copulador; en la prueba dos, a un macho 

copulador y a un macho lento) en los compartimentos laterales y a la hembra 

receptiva en el centro de la caja. En estas pruebas, las hembras 

experimentales pudieron oír, ver y olfatear a los animales estímulo pero no 

copular con ellos. Estas  pruebas se llevan a cabo durante 10 min, en los 

cuales se mide el tiempo que pasa la hembra receptiva en la zona incentiva de 

cada animal estímulo. Esto nos da un índice de motivación sexual incentiva y 

refleja la atracción de las hembras por alguno de los machos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

a) Estadística 
 

Figura 8. Diseño del aparato usado para la prueba de motivación 
sexual incentiva. Consiste básicamente en dos compartimentos de 
25 cm x 15 cm de altura donde se coloca a los animales estímulo. 
Se marca una zona virtual conocida con el nombre de zona 
incentiva la cual cubre un área de 30 x 20 cm. Al centro de la caja se 
muestra el área donde se coloca el animal experimental. La caja se 
coloca al nivel del suelo. Adaptado de Agmo, 2003. 

  

 

     4.2.2 Estadística 
 

Los resultados se analizaron con una prueba t-Student para comparar el tiempo 

que pasa la hembra con los machos copuladores y no copuladores. En otra 

prueba, se comparó el tiempo que pasa la hembra con los machos copuladores 

y los machos lentos. Esta prueba nos permite evaluar que tan atractivos son los 

machos para una hembra sexualmente receptiva. 

 
 
 
 
 
 



 
      4.2.3  Resultados 
 
 

En la figura 9 se muestran los resultados del tiempo que pasó la hembra 

receptiva en cada una de las zonas incentivas de los machos copuladores y no 

copuladores. Como puede observarse, al comparar el tiempo que pasa la 

hembra receptiva en la zona incentiva del macho copulador con el tiempo que 

pasa en la zona incentiva del macho NC, no se observaron diferencias 

significativas [t(10)=0.90;P=0.39], esto sugiere que pasa el mismo tiempo en 

ambas zonas.  

En la figura 10 se muestran los resultados del tiempo que pasó la 

hembra en cada una de las zonas incentivas de los machos copuladores y los 

machos lentos. La hembra pasa significativamente más tiempo en la zona 

incentiva de los machos lentos. Así, los machos no copuladores y los machos 

copuladores son igualmente atractivos para una hembra sexualmente 

receptiva. Esto sugiere que los machos lentos son más atractivos que los 

machos copuladores para una hembra sexualmente receptiva.  

 

NC C
0

20

40

60

80

100

120

(n=12)

Ti
em

po
 (s

eg
)

(n=12)

 Figura 9. Tiempo que pasó la hembra sexualmente 
receptiva en las zonas incentivas de los machos  no 

copuladores (n=12) y copuladores (n=12). 
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 Figura 10. Tiempo que pasó la hembra sexualmente receptiva 
en las zonas incentivas de los machos  lentos  (L, n=11) y 
copuladores (C, n=12). 

 
 
 Diferente del tiempo que pasó la hembra sexualmente receptiva 

con los machos lentos * p < 0.05.  
 

 
 
 
EXPERIMENTO IV. PRUEBAS DE ESTIMULACIÓN SEXUAL 

 
 
4.4 Pruebas de estimulación sexual.    

 
 

Se ha demostrado que en algunas especies como los toros, los caballos y 

los cerdos la conducta sexual del sujeto se facilita al observar a otro macho 

copular con una hembra sexualmente receptiva (Kerruish, 1955; Pickett et al, 

1977; Hemsworth y Galloway, 1979; Blockey, 1981; Mader y Price, 1984; Price 

et al., 1984; citados en Price,1998).  El objetivo de este experimento fue 

evaluar si durante estas pruebas, las ratas macho no copuladoras despliegan el 

patrón de conducta sexual al estar observando la cópula entre un macho 

estímulo y una hembra sexualmente receptiva, a la cual tiene acceso. También, 

se evaluó si esta prueba facilita la conducta sexual en los machos lentos.  

 
 
 
 
 



 
4.4.1 Procedimiento 

 

Después de identificar y clasificar a los animales en las tres pruebas de 

comportamiento sexual con hembras sexualmente receptivas, con un intervalo 

de 48 hrs entre cada una, se les realizaron dos pruebas más en las cuales se 

colocó a una hembra sexualmente receptiva y a un macho sexualmente 

experto en una caja de cópula. Al mismo tiempo, dentro de la misma jaula se 

colocó un macho experimental (ya sea un no copulador, un copulador o un 

lento) por 30 min o hasta la primera eyaculación del macho estímulo 

sexualmente experto. Los animales estímulo copularon libremente y se registró 

la conducta sexual de los machos estímulo y de los sujetos experimentales 

tomando en cuenta los siguientes parámetros: latencia de monta, el número de 

montas, la latencia de intromisión, el número de intromisiones, la latencia de 

eyaculación y el intervalo posteyaculatorio. Esto nos permite investigar si los 

machos experimentales, al estar observando copular a un macho estímulo y a 

una hembra sexualmente receptiva, despliegan la conducta sexual (en los 

machos no copuladores) o en el caso de los machos copuladores y lentos se 

modifica el patrón de conducta sexual. En las primeras tres pruebas los sujetos 

copularon con una hembra sexualmente receptiva y en las pruebas cuatro y 

cinco se realizó la prueba de estimulación sexual previamente descrita. 

 
 

4.4.2  Estadística 
 
Los datos se analizaron con un ANOVA de 2 factores: grupo (3 niveles) x  

sesión (5 niveles), en caso de efectos significativos se hicieron comparaciones 

entre grupos con una prueba de Fisher. En el caso de los porcentajes de 

montas, intromisiones y eyaculaciones, los datos se analizaron con una chi-

cuadrada y en caso de efectos significativos, se compararon los grupos con 

una prueba exacta de Fisher. 

 

 
4.4.3  Resultados 

 
 



Como se observa en la tabla 1 ni en los machos no copuladores ni en los 

machos lentos se modificó el porcentaje de sujetos que desplegaron la 

conducta sexual al estar en contacto con un macho estímulo sexualmente 

experto y una hembra sexualmente receptiva.  En la tabla 2 se observan los 

parámetros de conducta sexual durante las cinco sesiones. Como puede 

observarse, se encontraron diferencias significativas entre los grupos en las 

variables latencia de monta [F(1,90)=15.962, P= 0.0001 ], sesión [F(4,90)= 

1.410, P< 0.236] interacción F [F(4,90)= 0.2791, P= 0.890]]  e intromisión 

[grupo [F(1,85)=15.29, P= 0.0002 ], sesión [F(4,85)= 0.560, P< 0.692] 

interacción F [[F(4,85)= 0.4702, P= 0.757]]. También se encontraron 

diferencias entre sesiones en el número de intromisiones [grupo [F(1,87)=1.308 

P=0.255 ], sesión [F(4,87)= 4.211, P< 0.0036] interacción F [F(4,90)= 0.713, 

P= 0.585]] siendo menor el número de intromisiones en la sesión 5 que en las 

previas. Estas diferencias sólo se presentaron entre el grupo de los machos 

lentos y el de los machos copuladores, sin embargo, dentro del mismo grupo 

no se presentaron diferencias significativas. Estos datos sugieren que, a 

diferencia de otras especies, en las ratas no es estimulante para un macho no 

copulador, un copulador y un lento el estar observando la cópula con una 

pareja estímulo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 1. Porcentaje de machos que desplegaron montas (%SsM), Intromisiones 

(%SsI) y              eyaculaciones (%SsE) en las pruebas de estimulación sexual. 

Sesiones 1, 2 y 3: Macho experimental con hembra sexualmente receptiva. Sesiones 4 

y 5: Macho experimental, macho estímulo y hembra   sexualmente receptiva. 
 



Sesión Copuladores No Copuladores Lentos 

% SsM 100 % 0 % * 63 % +

% SsI 100 % 0 %  * 63 %  +

1 

% SsE 100 % 0 %  * 27 % 
*

% SsM 100 % 0 % * 81 % +

% SsI 100 % 0 %  * 63 % 
* +

2 

% SsE 100 % 0 %  * 18 % *

% SsM 100 % 0 % * 81 % +

% SsI 100 % 0 %  * 81 % +

3 

% SsE 100 % 0 %  * 45 % 
* +

% SsM 100 % 0 %  * 81 % +

% SsI 91 % 0 %  * 81 % +

4 

% SsE 91 % 0 %  * 45 % 
* +

% SsM 100 % 0 %  * 45 % * +

% SsI 83 % 0 %  * 36 % * +

5 

% SsE 83 % 0 %  * 25 % 
* +

* Diferente de los machos Copuladores p< 0.05. + Diferente de los machos No 
Copuladores p< 0.01. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

Tabla 2. Parámetros de conducta sexual en las pruebas de estimulación sexual. 
Sesiones 1, 2 y 3: Macho experimental con hembra sexualmente receptiva. Sesiones 4 
y 5: Macho experimental, macho estímulo y hembra   sexualmente receptiva. Las 
latencias se expresan en segundos (media  ± el error estándar). En el número de 
montas e intromisiones se presenta la media ± el error estándar. 
 

Sesión Lentos Copuladores 

1 336 ± 144 160 ± 37 

2  505 ± 196 230 ± 81a

3 513 ± 134 190 ± 55a

4 387 ± 131  78 ± 20a  

Latencia de 
Monta 

5  255 ± 80 88 ± 19  

1 384 ± 145  182 ± 37  

2 433 ± 186 289 ± 85 

3 562 ± 128 241 ± 57a  

4 529 ± 159 112 ± 16b

Latencia de 
Intromisión 

5  391 ± 272 125 ± 20  

1 1393 ± 172 898 ± 116 

2 993 ± 203 1051 ± 92 

3 1203 ± 161 789 ± 59 

4 764 ± 328 699 ± 160 

Latencia de 
Eyaculación 

5 906 ± 202 838 ± 172 

1 8.6 ± 1.6 7.3 ± 1.6 

2 10.4 ± 2.5 7.2 ± 1.4 

3 10.9 ± 3.1 9.8  ± 2.3 

4 5.9 ± 2 5.3 ± 1.2 

Número de 
montas 

5 6 ± 1.3 6.8 ± 1.5 

1 16.4 ± 2.7 17.3 ± 2 

2 14.8 ± 2.7 17.5 ± 1.7 

3 16.6 ± 2.6 14 ± 1.3 

4 7.7 ± 1.7 c  10.8 ± 1.7 d

Número de 
Intromisiones 

5 12.9 ± 1.3 16.2 ± 2.5 

         
a, b   Diferente de los machos lentos en la misma sesión; ap < 0.05 ;  b  p < 0.01. 
c, d   Diferente de las primeras tres sesiones en el mismo grupo. cp < 0.05;  d p < 0.01. 
EXPERIMENTO V. PESO DE ÓRGANOS 
 



 
4.5 Experimento 4. Peso de órganos 
 
 
El eje hipotálamo-hipófisis-gónadas es fundamental para la conducta sexual. 

Una manera indirecta de saber si este eje está funcionando adecuadamente en 

los machos no copuladores es comparando el peso de los órganos más 

representativos tales como los testículos, las vesículas seminales y el 

epidídimo involucrados en el aspecto reproductivo. El objetivo de esta prueba 

es saber si los machos no copuladores tienen alguna alteración en este eje que 

no les permita llevar a cabo la conducta sexual y compararlos con los machos 

copuladores. 

 
 
 4.5.1  Procedimiento  
 
 

Antes de ser sacrificados, los animales se pesaron en una balanza. 

Posteriormente se obtuvieron y pesaron los testículos, las vesículas seminales 

y el epidídimo de cada rata, con el fin de comparar y saber si hay alguna 

diferencia entre los pesos de los machos no copuladores y los machos 

copuladores. El grupo de los machos lentos no fue incluido en este 

experimento. 
 

4.5.2 Estadística 
 

Los resultados se analizaron con una prueba t para comparar el peso 

entre grupos. 

 

4.5.3 Resultados 
 

En la tabla 3 se muestran los datos correspondientes a los pesos, 

observando así que no hay diferencia alguna entre el peso corporal [t(21)= -

0.50,P=0.6208]., el peso de los testículos derecho [t(21)= 0.60,P=0.0.5538] e 

izquierdo [t(21)= 0.72, P=0.4737], de las vesículas seminales derecha [t(13)= -

0.15, P=0.8773] e izquierda [t(13)= 0.49, P=0.6321]. Estos resultados sugieren 



que los machos no copuladores no tienen alguna alteración hormonal que no 

les permita desplegar la conducta sexual. En el peso del epidídimo izquierdo se 

observó una diferencia significativa entre los grupos: en los machos no 

copuladores es menor que en los machos copuladores. Esto pudiera ser una 

diferencia espuria, ya que en los otros parámetros no se observaron 

diferencias.  

 

 
    

   Tabla 3. Peso de órganos de los machos no copuladores (n=11) y de los machos 
copuladores (n=12). 

 
 

 Copuladores No Copuladores 

Peso corporal   520.04 ± 14.70 507.78 ± 19.83 

Derecho 1.55 ± 0.04 1.52 ± 0.07 
 

 

Testículo         Izquierdo 1.59 ± 0.04 1.52 ± 0.08 

Derecha 0.32 ± 0.03 0.32 ± 0.02 Vesícula 
seminal Izquierda 0.33 ± 0.03 0.31 ± 0.02 

Derecho 0.69 ± 0.04 0.61 ± 0.02 Epidídimo 

Izquierdo 0.67 ± 0.02 0.56 ± 0.02 * 

    * p <  0.05 diferente del epidídimo izquierdo de los machos 
copuladores 

 
 
    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
CAPÍTULO V. MICROARREGLOS. IDENTIFICACIÓN DE GENES 
 
 En la Biología Molecular y en las Ciencias Genómicas se han 

desarrollado diferentes técnicas para la identificación de genes, entre ellas, los 

Microarreglos: una técnica que permite analizar simultáneamente un número 

grande de genes, ya que  constituye un arreglo de secuencias de fragmentos 

de DNA (sondas) adheridas a una superficie sólida (puede ser cristal o nylon). 

Esta técnica es de gran importancia en la Neurobiología ya que permite 

observar la expresión de genes a nivel celular. 

  

Los microarreglos se clasifican en dos tipos: Microarreglos de puntos 

(Spotted Microarrays) o de cDNA y Microarreglos de oligonucleótidos de alta 

densidad (High density oligonucleotide microarrays). En el caso de los 

microarreglos de  cDNA se depositan gotas de una solución con secuencias de 

genes expresados conocidos sobre un portaobjeto usando un brazo robótico, 

cada gota representa un gen particular. Para comparar la abundancia relativa 

de cada uno de estos genes en dos muestras determinadas, las dos muestras 

se marcan utilizando fluorocromos diferentes. Posteriormente ambas muestras 

se mezclan y se utilizan como sonda de hibridación sobre los cDNA de los 

microarreglos. Finalmente un “scanner” con láser, ilumina los puntos y 

determina la intensidad de los fluorocromos sobre cada uno de ellos, 

presentando así la abundancia relativa de esa secuencia en ambas muestras. 

Los microarreglos de oligonucleótidos de alta densidad se basan en la síntesis 

química sobre un cristal de silicio, de una secuencia de 25 pares de bases de 

DNA correspondiente a algún gen conocido.  

 

Esta síntesis se lleva a cabo utilizando métodos de construcción de 

procesadores informáticos, para poder crear secuencias específicas en puntos 

definidos del microarreglo. En este tipo de microarreglo, el RNAm de la muestra 

se marca con fluorescencia y posteriormente se utiliza como sonda de 

hibridación sobre el arreglo. De esta forma, se evalúa la concentración de ese 



mensajero en una sola población obteniéndose el perfil de expresión génica. 

Este tipo de microarreglos es de alta exactitud, ya que utiliza oligonucleótidos 

cortos, de una longitud de 20 a 25 nucleótidos. 

 

Los microarreglos que utilizamos en este proyecto son los  punteados, 

ya que se utilizan para comparar la expresión genética de dos muestras 

biológicas y son los de mayor precisión y exactitud; en el presente trabajo, 

comparamos la expresión entre los machos copuladores y los machos no 

copuladores. 

 

5.1 Procedimiento 
 

Los animales fueron sacrificados por decapitación y sin anestesia previa. 

Con la ayuda de un microscopio estereoscópico se extrajo el cerebro, se 

localizó el hipotálamo anterior y posterior de cada animal y se realizó la biopsia 

de éstos. Posteriormente, se procesaron las muestras para la extracción del 

mRNA de acuerdo a la técnica mostrada en el apéndice. 

 

Los arreglos utilizados para este trabajo se adquirieron a través de la 

Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiología Celular (IFC) de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), provenientes de la 

Universidad de Stanford (USA), con el número de catálogo MWG-Rat5k, 

correspondiente a un microarreglo de 5760 cDNA´s del género Rattus 

norvegicus (rata albina), distribuidos en matrices de 4*8*12*15.  

 

Se realizaron 4 pruebas de microarreglos con diferentes animales, 

utilizando 4 ratas macho copuladoras y 4 ratas macho no copuladoras para 

cada ensayo. El RNA de cada grupo se debe marcar con marcadores 

fluorescentes (en este caso marcadores de Cianina) Cy3 (rojo) y Cy5 (verde), 

como se muestra en la Fig. 11.  

 

 

 

 



 

 
Figura 11. Imagen de fluorescencia para un microarreglo hibridizado con una 

sonda marcada con Cy3 (rojo) y una sonda marcada con Cy5 (verde). 
 
 

Una vez obtenido el mRNA de las muestras, los microarreglos corrieron 

a cargo de la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiología Celular (IFC) 

de la Universidad Autónoma de México a cargo del Dr. Jorge Ramírez Salcedo. 

 

Posterior a esto, y siguiendo con la técnica desarrollada en el IFC se 

hibridiza la muestra con el cDNA complementario fijo en el portaobjetos del 

microarreglo, por medio de incubaciones y lavados y bajo condiciones de 

temperatura y pH específicos que permiten el reconocimiento y la unión de los 

nucleótidos (Fig. 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Figura 12. Imagen combinada de las imágenes de la Fig. 10 

 

 

Una vez hibridado, se cuantifica la señal emitida por los fluoróforos de la 

sonda marcada de cada uno de los puntos y para cada una de las señales 

marcadas con Cy3 y Cy5, de acuerdo a la longitud de onda de cada marcador; 

por lo tanto, la densidad óptica será de acuerdo al nivel de expresión del mRNA 

de cada muestra (Fig. 13). La señal es leída por un Scanner y cuantificada por 

un Software (Standford University Microarray Software) para asignar valores 

numéricos y poder ser graficados (Box-Plot) para su posterior análisis mediante 

el Programa “R”. De este análisis estadístico, determinamos aquellos genes de 

expresión diferencial.  

 

 
 

 
 
 
 



 
Figura 13. Cuantificación de la señal de un microarreglo. En el recuadro dentro 
del círculo amarillo, está la zona para obtener la densidad real, entre el círculo 
amarillo y el azul está la zona no considerada y entre el círculo azul y el rojo la 

zona para determinar la señal de fondo. 
 
 
 
5.2 Resultados 
 
 Una vez procesadas las muestras por la Unidad de Microarreglos, 

analizamos estadísticamente los resultados mediante el programa “R”.  Los 

resultados obtenidos por la cuantificación de puntos se agruparon en matrices 

en tablas de Excel, mostrando los datos de densidad óptica y su fondo para 

cada una de las lecturas. El primer paso para el análisis de los datos es 

eliminar el fondo para cada una de las densidades mediante una fórmula (Fig. 

14), posterior a esto, se normalizan los datos con la ayuda del programa y de la 

siguiente fórmula: 

 

Ig = (log)2     Densidad óptica del mRNA de machos no copuladores
                      Densidad óptica del mRNA de machos copuladores 

 

 

 



 

 

Donde: 

    Ig = Intensidad del gen 

 
 

 
 

Figura 14.  Obtención de la señal emitida por el gen. 
 
 

Ya normalizados los datos, elegimos el intervalo adecuado para 

determinar la sub o sobreexpresión del gen, en este caso de [ 0.4 a 2.5 ]. Con 

base a esto, obtuvimos lo siguiente: 
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Figura 15. Gráficos de los datos normalizados para cada uno de los 3 

microarreglos para un intervalo de  [ 0.4 a 2.5 ]. 

 

 

En la tabla 4 se muestran los genes de expresión diferencial con un intervalo 

de    [ 0.4 a 2.5 ] encontrados en el hipotálamo de ratas macho. 

 



Tabla 4.  Genes de expresión diferencial en el hipotálamo de ratas macho Copuladoras y No 

Copuladoras. 

Actividad ATPasa asociada a microsoma 
independiente a la estimulación peptídica. 

11p11 Stch Proteína chaperona del estrés 7
asociada a micr
humano 60 kD 

0, 
osoma,homólogo 

Proteína asociada al citoesqueleto de membrana 
que promueve el ensamblaje de la red 
espectrina-actina. Se une a calmodulina.

4q34 Add2 Rattus norvegicus beta-1 adducin 
(Add1) mRNA, partial cds 

Sulfotransferasa.Papel en el metabolismo de 
esteroides y en la modificación de la excreción de 
componentes xenobióticos hidrofóbicos. 

1q21 Smp2a Proteína marcadora de la 
senescencia gen 2A axones 1 y 2 

Pertenece a la familia de proteínas ribosomales  
L39E.

Xq12 Rp139 Proteína ribosomal L39 

Cataliza la primera reacción en la vía primaria 
para el catabolismo renal de glutamina. 

9q31-q32 Gls Glutaminasa 

Involucrado en la fusión de transporte de 
vesículas a su membrana blanco. 

10q24 Vamp2 mRNA para vesículas asociado a 
proteínas de membrana 2B 

  7q34 Tst Sulfotransferasa tiosulfato 
(Rhodanasa) 

Une el receptor asociado a proteína (RAP). 
Puede estar involucrado en la distribución de la 
proteína endosomal.

2q34 Sort1 Sortilina 1 

Papel en la función de la gránula secretora y 
exocitosis en células acinares pancreáticas.  

5q35 Rab3b Proteína Rab3b 

Homólogo de proteína humana pequeña 
expresada en el músculo estriado. 

Xq21 Smpx Proteína de músculo pequeño 

No disponible20p12Bak1 BCL2-antagonista/killer 1 

Modula la interacción de APOE con VLDL Beta e 
inhibe la unión de B-VLDL. 

1q21 ApoC-I Apolipoproteína C1 

Papel en la organización del citoesqueleto en 
relación al microambiente extracelular. 

3q42 Sdc4 Syndecan 

Similar a Acyl-Coa Tioesterasa. Xq22  ESTs 

Involucrado en el desarrollo y función del sistema 
nervioso.

11q22 Fgf12 Factor de crecimiento fibroblasto 
12 

Proteína ribosomal L36a. 6q24 Rp136a Proteína ribosomal subunidad 
grande L36a 

Oxidoreductasa.7q22Rdh7 Retinol deshidrogenasa tipo III

Función LocalizaciónNombreNombre 



Función LocalizaciónNombreNombre 

 
Elemento VL30  

Involucrada en procesos de transporte 
dependientes de microtúbulos. 

8q11 Dnch
2 

Cadena pesada Dineína 2 

Indica cambios en la concentración extracelular de 
iones de calcio. 

1q21 LOC
2869
85 

Probable receptor a feromonas (Go-VN7) 
mRNA, cds completo 

 1p12 RalB
P1 

ESTs, proteína similar a  RalBP1[Mus 
musculus]  

Miembro de la familia del gen de retinoblastoma. 
Contiene un dominio de unión E1A. 

19p11 Rb12Gen relacionado al retinoblastoma 

Proteína ribosomal de la familia S4P. 1q12 Rps9Proteína ribosomal S9 

Proteína ribosomal.  12q16 Arbp Acidic ribosomal protein P0 

Actividad catalítica. Pertenece a la familia del 
citocromo P450- 

4q21-q22Tbxa
s1 

Sintasa ThromboxA 1 

Purireceptor 1q32 P2ry
2 

Receptor purinérgico P2Y, proteína G 

Proteína ribosomal L36a. 1q34 Rps1
3 

Proteína ribosomal S13 

Receptor a glutamato subunidad KA2. 1q21 GrikGlutamate receptor, ionotropic, kainate 5 

Carboxilesterasa en hígado. 19p14 LOC
1922
57 

Carboxilesterasa inducible por 
fenobarbital (hígado) 

Subunidad activado por un canal de nucleótidos 
cíclicos.Papel en olfación y visión. 9q21 Cnga

3 
Canal iónico-dependiente de nucleótidos 
cíclicos alfa 3 

Lisofosfolipasa 6q32 LOC
2462
66 

Lisofosfolipasa 

Regulación del ciclo celular. 8q13 Cdc3
7 

Homólogo de cdc 37 (ciclina) (S. 
cerevisiae) 

Proteoglicano 2q34 BcanBrevican 

Molécula de señalización en la inducción y el 
patrón del cerebro embrionario. 

1q54 Fgf8 Factor de crecimiento de fibroblasto 8 

 16p14 Lzts1mRNA para PSD-Zip70, cds completo 

Pertenece a la familia de las proteínas ribosomales 
S12e. 

1p12Rps1
2 

Ribosomal protein S12 

Proteína de unión a nucleótido G. 12q12 Gnb2Proteína de unión al nucleótido G, beta 
polipéptido 2 

Pertenece a la familia de proteínas ribosomales  
L24e. 

11q12 Rp12
4 

Proteína ribosomal L24 

 



Discusión 

Función  Localización Nombre Nombre 

   Ciclina p55CDC 

Receptor a GABA (neurotransmisor inhibidor). 14p11 Gabra4 Receptor GABA-A , subunidad alpha 4 

Inhibe la producción de cAMP estimulado por 
forskolina en respuesta a histamina. 3q43 Hrh3 Receptor a Histamina H3 

Factor de transcripción. Xq31 Msg1 Proteína específica de melanocitos 

 7q22   ESTs,Similar a ligasa metionina tRNA 
[H.sapiens] 

Une ATP, opioides y fosfatidietanolamina. 12q16 Pbp Proteína de unión a 
fosfatidiletanolamina 

Papel en la transcripción o con otras proteínas 
de matriz nuclear para formar una red 
fibrogranular interna. 

18q12.1 Matr3 Matrina 3 

Necesario para el control del ciclo celular en 
G1/S.  Ccnd1 Ciclina D1 

Necesario para la biogenesis ribosomal y para e
mantenimiento de los telómeros. 

l  Dkc1 Diskerina 

 8q32 Ihpk2 Similar a proteína PiUS [R.norvegicus] 

 
 Los resultados que obtuvimos en este experimento son los genes que 

identificamos , sin embargo, en estudios posteriores haremos otro ensayo y la 

hibridación in situ para saber si estos genes están realmente expresados en el 

Área Preóptica Medial de los machos copuladores y de los machos no 

copuladores. 

 
 
 



DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 
 

 

Estudios previos en el laboratorio, han demostrado mediante la 

prueba de motivación sexual incentiva que mientras los machos 

copuladores prefieren a las hembras en estro, los machos no 

copuladores  no prefieren ni a las hembras en estro ni a los machos 

sexualmente activos (Portillo y Paredes, 2004). En el presente proyecto 

lo que nos interesaba era determinar, mediante la misma prueba, si un 

macho no copulador es igualmente atractivo que un macho copulador 

para una hembra sexualmente receptiva. En esta prueba los animales 

experimentales pueden oler, oír, ver pero no tener contacto físico con el 

macho copulador o con el macho no copulador (Agmo, 2003). Los 

resultados demuestran que los machos no copuladores y los machos 

copuladores son igualmente atractivos para una hembra sexualmente 

receptiva. Sin embargo, al comparar entre los machos copuladores y los 

machos lentos encontramos que los machos lentos son más atractivos 

que los machos copuladores para una hembra sexualmente receptiva. 

Esto podría deberse a que los machos lentos emiten sonidos y olores 

diferentes a los de los machos copuladores y a los de no copuladores. 

En otro experimento, mediante pruebas de estimulación sexual 

demostramos que, a diferencia de otras especies, como es el caso de 

los toros, los caballos y los cerdos (Kerruish, 1955; Pickett et al, 1977; 

Hemsworth y Galloway, 1979; Blockey, 1981; Mader y Price, 1984; Price 

et al., 1984; citados en Price,1998) en la rata macho no se desencadena 

la conducta sexual en un macho no copulador al estar observando una 

pareja estímulo copular. Asimismo, la conducta sexual en los machos 

copuladores y en los machos lentos de manera general no se modificó; 

pero sí hubo una disminución significativa en el número de intromisiones 

sugiriendo con esto que no es estimulante para las ratas macho el 

observar la cópula de una pareja estímulo. Estos datos sugieren que a 

diferencia de otras especies, en las ratas no es estimulante para un 

macho no copulador, un copulador o un lento el estar observando la 

cópula con una pareja estímulo. De la misma manera, esta prueba no 



induce la conducta sexual en el carnero y la cabra (Price et al, 1991 

citado en Price, 1998). 

Para que una rata reconozca a un individuo de su misma especie, 

es necesario el sentido del olfato; en estudios previos de nuestro 

laboratorio, mediante pruebas de preferencia olfatoria, Portillo y Paredes 

(2003) demostraron que los machos no copuladores al igual que los 

copuladores prefieren el aserrín expuesto a secreciones de hembras en 

estro, aunque la preferencia fue significativamente menor en los machos 

no copuladores. Sin embargo, no se había evaluado si los machos no 

copuladores tienen la misma capacidad que los machos copuladores 

para discriminar entre olores sexualmente relevantes. Utilizamos la 

técnica desarrollada por Baum y Keverne (2002) para evaluar la 

capacidad discriminatoria cuando se presentan diferentes estímulos 

olfatorios, en este caso orina de machos expertos, orina de hembras en 

estro y orina de hembras en anestro. Cuando los animales reconocen el 

estímulo nuevo y se les presenta dos veces más el mismo, los animales 

se habitúan. Con esta prueba demostramos que los machos no 

copuladores y los machos lentos tienen la misma capacidad para 

discriminar entre olores sexualmente relevantes. Esto nos indica que los 

machos no copuladores no tienen alterado el sistema olfatorio y que por 

ello no logren identificar a una hembra sexualmente receptiva y no 

puedan llevar a cabo la conducta sexual. Sin embargo, en el caso de la 

orina del macho experto contra la orina de la hembra en estro 

encontramos que los machos lentos pasan mayor tiempo olfateando la 

orina de una hembra en estro que los machos copuladores. Por otro 

lado, en el caso de la orina de hembras en estro contra la orina de 

hembras en anestro, los machos no  copuladores pasan menor tiempo 

olfateando la orina de hembras en estro que los machos copuladores, 

coincidiendo así con los datos obtenidos por Portillo y Paredes (2003). 

Con la misma técnica y para comprobar que los machos no solamente 

pueden discriminar entre olores sexualmente relevantes, utilizamos 

olores no sexuales como la menta y el acetato de amilo (olor a plátano). 

Encontramos que en promedio, todos los individuos logran discriminar 

olores sexualmente relevantes y todos, excepto los No Copuladores, 



logran discriminar olores sin relevancia sexual. Los machos no 

copuladores pasan menor tiempo olfateando el olor de la menta que los 

machos copuladores. Esto podría deberse a que el olor a menta no es 

estimulante para ellos como el olor a plátano, con ello, podríamos 

suponer que para los machos copuladores los olores alimenticios más 

comunes (como el caso del olor a plátano) son más importantes que los 

olores sexuales en comparación con los machos no copuladores. 

Aunque no existen evidencias, estudios posteriores podrían confirmar 

esta hipótesis. 

Finalmente pesamos a los machos copuladores y a los machos no 

copuladores así como algunos de los órganos representativos de la 

conducta sexual como los testículos, las vesículas seminales y el 

epidídimo, involucrados en el aspecto reproductivo para investigar si los 

machos no copuladores tienen alguna alteración en éstos que no les 

permita ejecutar la conducta sexual. No encontramos diferencias entre 

los grupos. Sin embargo, el peso del epidídimo izquierdo de los machos 

no copuladores es significativamente menor que el de los machos 

copuladores. 

Tomando en cuenta la caracterización conductual y los estudios 

que realizamos, los machos no copuladores son conductualmente 

machos normales. Sin embargo pueden ser animales que tengan alguna 

alteración que modificó la expresión génica que regula la conducta 

sexual masculina en el APM  (estructura involucrada en la conducta 

sexual masculina) es por esto, que en el próximo capítulo detallaremos 

el uso de una herramienta de Biología Molecular (en este caso 

Microarreglos) para identificar genes de expresión diferencial en el APM 

de machos no copuladores y copuladores. 

 

 
 
 
 



 
APÉNDICE 
 
 
Extracción de RNA 
 
Trizol 
 
 

1. Disectar el tejido rápidamente en PBS, de preferencia en una cama de 
hielo. Se pueden reunir varios tejidos iguales para juntar 100 mg. 

 
2. Homogeneizar 100 mg en 1 ml de Trizol. Usar una jeringa de 3 ml (Aguja 

verde). 
 

3. Incubar a temperatura ambiente durante 5 min. Agregar  0.2 ml de 
cloroformo por cada ml de Trizol. Agitar en el vortex e incubar 2-3 min. 

 
4. Centrifugar a 12000g por 15 min a 4°C. Transferir la fase acuosa a un 

tubo nuevo. 
 

5. Agregar 0.5 ml de isopropanol por cada ml de Trizol. Incubar a 
temperatura ambiente 10 min. Centrifugar a 12000 g 5 min a 4°C. 

 
6. Desechar el sobrenadante. Lavar dos veces el botón con 1 ml de etanol 

al 75 % (en agua DEPC o libre de RNAsas), centrifugando a 7500 g 
durante 5 min a 4 °C. 

 
7. Secar el botón y resuspender en 30 ml de agua DEPC o libre de RNAsa. 
 
8. Cuantificar en el espectrofotómetro. 
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