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RESUMEN

En este trabajo se aporta nueva informacion sobre algunos aspectos reproductivos
del murciélago zapotero Artibeus jamaicensis y se confirma la actividad
reproductiva constante y asincrénica de esta especie en cinco localidades
muestreadas en el estado de Colima y una de la region de Chamela, Jalisco. Se
realizaron frotis vaginales diarios por un periodo de tres meses en 14 especimenes
mantenidas en cautiverio permitid establecer un ciclo estral de 22 (£3) dias de
duracién con periodos breves de inactividad de seis dias entre un ciclo y otro.
Asimismo, se realizaron pruebas para determinar los niveles hormonales de
hormona foliculo estimulante (FSH), progesterona (P4) y prolactina (PRL) para
cada fase del ciclo estral. Por otra parte, se realizaron observaciones sobre los
cortejos y copulas de los individuos de esta especie. Se calculé la tasa de
crecimiento fetal de cinco embriones obtenidos de murciélagos mantenidos en
cautiverio durante seis meses, esto se hizo a partir de la férmula matematica:
wW¥3= a (ty-to), obteniéndose en valor de a = 0.06, el cual es similar a lo registrado
para otros murciélagos frugivoros. Se analizaron 68 embriones recolectados en el
estado de Colima a los cuales se les registraron las medidas somaticas
convencionales para poder establecer siete estadios de desarrollo a partir del
analisis de estructuras morfologicas externas e internas. Se consideraron los
parametros de longitud total (LT), antebrazo (AB) y longitud de la cabeza (LC), asi
como su peso para la obtencion de curvas mediante el método de regresion lineal
con la finalidad de obtener la ecuacion de la recta que describiera adecuadamente
el patron de crecimiento de los embriones. La longitud del antebrazo fue el
parametro que describid6 mejor el patron de crecimiento mediante la siguiente
ecuacion de la recta: Y = 1.014 + (0.410)X; r = 0.920. Los embriones presentaron
un desarrollo temprano en la region cefalica similar al descrito para Myotis
lucifugus; desarrollo secuencial de las extremidades superiores entre claviculas,

escapulas y antebrazos; y osificacion avanzada en las extremidades inferiores.



ABSTRAC

This study provides new information on some reproductive aspects of frugivorous
bat Artibeus jamaicensis; and the constant and asynchronous reproductive activity
of this species is confirmed in five locations in the Colima State and one area
located in the region of Chamela, Jalisco, were samples were taken. Daily vaginal
smears were carried out during a three-month period in 14 specimens in captivity,
which allowed stating an estrous cycle of 22(£3) days period with short six-day-
periods of inactivity between cycles. Likewise, tests were carried out to determine
the hormonal levels of follicle-stimulating hormone (FSH), progesterone hormone
(P4) and prolactine hormone (PRL) for each stage of the estrus cycle. On the other
hand, observations were made on woo and copulation activities of the individuals
of this species. Fetal growth rate of five embryos obtained from bats in captivity
during six month was calculated with the formula: W*3= a (t,-to), being obtained a
value of a= 0.06, which is similar to the value registered for other frugivorous bats.
Sixty-eight embryos collected in the Colima State were analyzed, whose
conventional somatic measurements were registered in order to establish seven
development stadiums from the external and internal morphological structure
analysis. The total length parameters (LT), forearm (AB) and head-length were
considered, as well as their weights to obtain the curves through the lineal
regression method, so as to obtain the equation of the straight line properly
describing the embryos growing pattern. The length of the forearm was the
parameter used to better describe the growing pattern, by means of the following
straight line equation: Y = 1.014 + (0.410)X; r = 0.920. The embryos presented an
early development in the cephalic region, similar to the one stated for Myotis
lucifugus; sequential development of the upper extremities between clavicles,

scapulae and forearms; as well as advanced ossification in lower extremities.



INTRODUCCION GENERAL

El éxito del orden Chiroptera en el planeta no solo radica en la explotacion de un
nuevo nicho (el aéreo) hasta entonces ajeno para otros mamiferos, sino también
en las notables adaptaciones que estos organismos han podido desarrollar en su
sistema reproductor (Simmons y Conway, 2003). De acuerdo con lo anterior, no
son pocas las investigaciones que reconocen las sorprendentes modificaciones
anatomicas y funcionales del aparato reproductor de las diferentes especies de

murciélagos (Crichton y Kustzsch, 2000).

La complejidad de estas adaptaciones hace evidente la necesidad de conocer la
biologia reproductora de las especies de murciélagos presentes en nuestro pais,
pues es a partir de este conocimiento que se pueden plantear estrategias
apropiadas para el manejo y conservacion de las especies. Por lo tanto, es
necesario incentivar la investigacion cientifica en areas de la biologia de la
reproduccién de especies silvestres aun poco exploradas. El propésito de este
trabajo de investigacion es contribuir al conocimiento de algunos eventos de la
biologia reproductora del murciélago zapotero A. jamaicensis, como son: 1)
Delimitacion y endocrinologia del ciclo estral, 2) Observaciones sobre cortejos,
cOpulas, tasa de crecimiento fetal y duracién de la gestacién, y 3) Variacion de

estados de desarrollo embrionario



Capitulo 1

El murciélago zapotero Artibeus jamaicensis



Capitulo 1. EI murciélago zapotero Artibeus jamaicensis

1.1 Descripcion de la especie

El murciélago zapotero A. jamaicensis pertenece a la familia Phyllostomidae. Los
especimenes son de tamafio mediano con un antebrazo de 54-61mm; dorso de
color moreno grisaceo y vientre palido; el rostro es comunmente corto y achatado,
con dos pares de lineas faciales blancas y tenues; sus incisivos superiores son
bilobulados; el uropatagio no tiene pelo sobre el dorso o el borde; el craneo es
corto, ancho y globoso (Sanchez y Romero, 1995). Su distribucién en nuestro pais
es amplia, tanto en la vertiente del Pacifico como en la del Golfo de México; por lo
que se puede encontrar bosques y selvas tropicales, ademas de comunidades
vegetales propias de zonas aridas, de donde se alimenta de diversos frutos y en

ocasiones de insectos (Ortega y Castro-Arellano, 2001).

1.2 Conocimiento actual de su biologia reproductora

El comportamiento reproductor de este murciélago es variable; de tal forma que
existen en la literatura numerosos registros sobre sus condiciones reproductivas
en diferentes tipos de vegetacion y latitudes. Heithaus et al., (1975) registraron
para esta especie un patron poliestro bimodal. Por otra parte, Sanchez et al.,
(1990) sefialan un patron poliestro continuo para individuos de la costa del

Pacifico mexicano.



Su estrategia reproductiva es del tipo poliginico, la cual puede variar de acuerdo al
ambiente de percha en el que se encuentre. Asi, dentro de troncos huecos y follaje
presenta un sistema poliginia por defensa del recurso en donde el macho
dominante defiende el sitio de percha (Kunz et. al., 1983). Mientras que cuando se
refugian en cuevas presentan un sistema de apareamiento del tipo poliginia por
defensa de las hembras, en donde el macho busca otorgarles el mejor sitio de
percha, ademas de limitar el acceso de otros machos hacia las hembras de su

harén (Ortega y Arita, 1999).

La madurez sexual es al primer afio de edad en los machos y a los ocho meses en
las hembras (Keast y Handley, 1991). En los machos adultos los testiculos
alcanzan dimensiones de 3.5-10 mm; y la morfologia de los espermatozoides es

semejante a la observada en Glossophaga soricina (Forman y Genoways, 1979).

Las hembras adultas presentan un utero con lumen simple y trompas uterinas que
desembocan directamente al mesometrio. De esta manera, la implantacién del
blastocisto se da en la porcion final del Utero y es favorecida por la fusion uterina
con el lumen interno (Hood y Smith, 1983). Posteriormente se desarrolla una
placenta de tipo discoidal corioalantoidea, variedad hemocorial (Wislocki vy
Fawcett, 1941). Las crias nacen sacando primero la cabeza y sin la asistencia de
la madre; al momento de nacer cuentan ya con pelaje en el cuerpo, tienen los ojos
abiertos, las orejas erectas y dientes deciduos (Bhatnagar 1978; Jones, 1945).

El periodo de gestacion se estima de 3.5-4 meses. Sin embargo, en individuos de

Panama se han registrado periodos de gestacion de hasta siete meses, en los



cuales hay un periodo de diapausa embrionaria o periodo de retraso en el
desarrollo embrionario, que consiste en el lento desarrollo del blastocisto después

de ocurrida la implantacion (Bernard, 1989).

De acuerdo con Fleming (1971) el patron reproductor de A. jamaicensis en
Panama, presenta dos picos reproductores a lo largo del afio (poliéstrico bimodal);
el primero durante los meses de marzo a abril y el segundo de julio a agosto. Los
embriones resultantes del primer periodo se desarrollan hasta blastocisto antes de
que ocurra la implantacion y las crias nacen después de cuatro meses de
gestacion en julio o agosto. Posteriormente, las hembras pasan al estado de estro
nuevamente y son receptivas nuevamente en agosto; los embriones concebidos
en este apareamiento se implantan en el utero en forma de blastocisto y detienen
su crecimiento de mediados de septiembre hasta mediados de noviembre, para
después continuarlo hasta ser paridos después de siete meses, entre marzo y abiril
del afio siguiente, en donde el ciclo se vuelve a repetir. De esta manera, los
embriones del primer periodo postparto tienen un desarrollo precoz hasta
blastocisto antes de entrar al Utero y los embriones del segundo periodo muestran

un desarrollo embrionario retardado.

Los estudios de Wilson et al., (1991) y Keast y Handley (1991) coincidieron con lo
sefalado anteriormente. De acuerdo con Sanchez et al., (1990), los registros
sobre la actividad reproductiva de A. jamaicensis en México, sugieren un
comportamiento reproductor continuo dentro de nuestro pais. Por lo tanto, se

puede sefalar que a pesar de que el comportamiento reproductor de este



murciélago ha sido estudiado en varias ocasiones, aun prevalece el
desconocimiento de cuestiones mas elementales de su reproduccion como lo son
los ciclos estrales, endocrinologia, cortejos, coOpulas, desarrollo y crecimiento

prenatal de las crias y longitud exacta de los periodos de gestacion.
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Capitulo 2. Delimitacion y endocrinologia del ciclo estral de Artibeus

jamaicensis

INTRODUCCION

Como se pudo observar en el capitulo anterior, el conocimiento que se tiene
sobre la biologia reproductora de los murciélagos tropicales es muy limitado,
debido a que la mayoria de los de trabajos de investigacion son realizados sobre
especies de climas templados pertenecientes a la familia Vespertilionidae. Para
el caso de los murciélagos de la familia Phyllostomidae, este conocimiento es
aun mas escaso a pesar de que se han registrado patrones y estrategias

reproductores diferentes a las sefialadas en los vespertiliénidos (Wilson, 1979).

El murciélago zapotero Artibeus jamaicensis, es un ejemplo de lo sefialado
debido a que sus poblaciones pueden adoptar diferentes patrones de
reproduccion de acuerdo con las condiciones ambientales que prevalezcan en su
hébitat. De esta manera, en la regién del canal de Panamé presenta un patron
reproductor poliéstrico bimodal (Fleming, 1971), mientras que en la costa del
occidente mexicano tiene un patrén reproductor del tipo poliéstrico continuo
(Sanchez et al., 1990). Por lo anterior, es importante investigar y conocer el ciclo

reproductor en esta especie de murciélago.



2.1 ANTECEDENTES DEL CICLO ESTRAL EN MURCIELAGOS

Los ciclos sexuales de los mamiferos han sido clasificados en estrales y
menstruales, siendo el primero el mas comun dentro de la clase (Bronson, 1989).
El entendimiento de los ciclos reproductores de algunas especies de mamiferos
como los bovinos, porcinos, caprinos y canidos ha despertado especial interés
en el humano debido a los beneficios que éstas le retribuyen, ya sea por medio
de bienes econdmicos o simplemente como materia de esparcimiento. Por esta
razon, los meédicos veterinarios han podido desarrollar diferentes técnicas para
determinar con precision los ciclos reproductores de estos organismos; para el
caso de los mamiferos silvestres éste conocimiento apenas esta iniciando

(Gobello et al., 1998).

Una de las herramientas mas eficaces en la tarea de determinacién de los ciclos
reproductores ha sido la citologia vaginal, que ha permitido diferenciar y
determinar los diferentes estados del ciclo estral de numerosas especies de
roedores en cautiverio (Champlin et al., 1973). Asimismo, actualmente se pueden
utilizar novedosas técnicas de inmunoensayo que ayudan a determinar los
cambios en los niveles hormonales a lo largo del ciclo, por medio un anticuerpo
que es capaz de identificar a las proteinas que las componen. Ambas técnicas
han comprobado su eficacia en la caracterizacion y delimitacion de los ciclos
reproductores en diferentes especies de roedores y carnivoros silvestres; por lo
tanto son mas fidedignos que los métodos indirectos, como la pigmentacion de la

vagina y la conducta (Hudson, 1974; Valdespino, 2002).



En el orden Chiroptera, los estudios enfocados al andlisis y entendimiento de los
ciclos estrales son escasos; de tal manera que sélo se pueden mencionar por
sus contribuciones los trabajos realizados con Antrozous pallidus (Orr, 1954),
Nyctalus noctula (Kleiman y Racey, 1969) y Glossophaga soricina (Rasweiler,
1972), en los cuales se considera la citologia del epitelio vaginal para determinar

la duracioén de los ciclos estrales.

Para el caso de A. jamaicensis, Steers (1998), caracterizé cuatro tipos celulares
en cuatro fases del ciclo estral: proestro, estro, metaestro y diestro. Sin embargo,
su estudio carecié de un seguimiento adecuado de las hembras examinadas,
debido fueron capturadas en campo. Para atender esta debilidad metodoldgica,
se planteo un disefio experimental para delimitar el ciclo estral del murciélago
zapotero de la region de Chamela, Jalisco, en condiciones de cautiverio,

teniendo en cuenta lo siguiente hipotesis:

Ho: Si la actividad reproductora de A. jamaicensis es continua en la region de
Chamela, Jalisco, entonces las hembras presentan ciclos estrales continuos con

periodos de estro breves cuando no han logrado el estado de prefiez.

Para conocer la amplitud y periodicidad de los ciclos estrales y la endocrinologia

que los controla se plantearon los siguientes objetivos:

1) Determinar la periodicidad y duracion del ciclo estral de las hembras de A.
jamaicensis de la region de Chamela, Jalisco.

2) Delimitar en tiempo las diferentes fases del ciclo estral.



3) Medir las concentraciones en sangre de las hormonas: foliculo estimulante (FSH), prolactina

(PRL) y progesterona (P4), durante el ciclo estral.

2.2 AREA DE ESTUDIO

Los especimenes estudiados se capturaron en los alrededores de las
instalaciones de la Estacién de Biologia, Chamela, Jalisco, UNAM, localizada a
19° 30° N y 105° 03’ W; km. 59 de la carretera federal 200 que va de Barra de

Navidad a Puerto Vallarta (Figura 1).

Figura 1. Estacion de Biologia Chamela, 1B, UNAM. Mapa modificado de pagina web:

http://www.ibiologia.unam.mx/ebchamela/www/reservacc.htmi



De acuerdo con Garcia et al., (2002), en la region de Chamela se presentan dos
tipos de clima. El Aw; (w)(i), denominado calido subhimedo con lluvias en
verano, que se caracteriza por tener un coeficiente de precipitacion (P/T) de
43.2-55.3 mm; oscilacién térmica menor de 5 °C entre el mes mas calido y el
mas frio; y una temperatura media anual de 26 °C. El clima Awy(w)(i), que se
distingue por ser el mas seco de los céalidos subhumedos con lluvias en verano y
un coeficiente de precipitacion (P/T) menor a los 43.2 mm. La temperatura media
anual es de 30 °C y la oscilacion térmica media anual de 4.3°C. La precipitacion
media anual en la region de Chamela es de 788 mm con niveles mas bajos en el

mes de abril (2 mm) y el mas alto en septiembre (300 mm).

Los tipos de vegetacibn predominantes del area son el bosque tropical
caducifolio y el bosque tropical subcaducifolio (Rzedowski, 1978). El bosque
tropical caducifolio, se caracteriza por la baja altura de sus componentes
arbéreos (5-15 m); y su marcada estacionalidad, debido a la ocurrencia de un
periodo de lluvias y otro de secas; en éste Ultimo, mas del 75% de los arboles
pierden sus hojas por un periodo de 5 a 8 meses. Por otra parte, el bosque
tropical subcaducifolio se presenta principalmente en zonas de terreno
accidentado como cafiadas y pendientes pronunciadas; el tamafio de sus
componentes arboreos es de 15 a 25 m de alto; y al menos la mitad de los

arboles pierden sus hojas durante la temporada de sequia (Lott et al., 1987).



2.3 MATERIALES Y METODOS

Durante el mes de septiembre del 2002 se recolectaron 14 hembras adultas no
gravidas del murciélago zapotero A. jamaicensis dentro de los terrenos de la
Estacion de Biologia de Chamela, Jalisco, con ayuda de redes niebla que se
colocaron entre la vegetacion o las brechas. Para poder determinar la duracion
del ciclo estral de A. jamaicensis, las hembras capturadas fueron mantenidas en
estado de cautiverio por un periodo de seis meses considerando los primeros 15
dias como periodo de cuarentena. Los especimenes fueron distribuidos
equitativamente en dos jaulas de 1.1 x 0.6 x 0.5 m elaboradas con tela de
mosquitero y armazones de acero. Las jaulas se colocaron en el interior de un
area de 8 x 8 x 3.5 m delimitado por tela de mosquiteros; cuyo techo contaba
ademdas con dos capas de material plastico color negro para impedir el paso

directo de la luz solar y evitar la insolacion de los organismos.

La temperatura del sitio de resguardo de los murciélagos se mantuvo dentro de
un intervalo de 25-31°C, lo mismo que la humedad relativa alrededor de 60% con
ayuda de dos ventiladores eléctricos y de riegos constantes de agua. Estos
parametros fueron medidos con un termdémetro ambiental y un higrémetro digital
OHAUS respectivamente. Las condiciones de fotoperiodo fueron las mismas que
prevalecieron en el periodo otofio-invierno para la region de Chamela, Jalisco,
que corresponden a periodos promedio de 13:11 y 12:12 horas luz-oscuridad

(Agosto-Enero).



Los murciélagos se alimentaron ad limitum con porciones de 500 g de frutos por
jaula al dia, a razon de 35.7 g por individuo. Las raciones de alimento constaron
de meldn, papaya, platano y sandia. Asimismo, para evitar el déficit de
nutrimentos en la dieta de los murciélagos, al alimento se le adicionaron 10 g de
un complemento alimenticio alto en vitaminas y minerales (NAN2) y 10 g de otro

con elevado indice de proteinas (Gevral).

Ciclo estral

Para determinar la duracion y las fases de sus ciclos estrales, se realizaron
exudados vaginales con hisopos de algodon humedecidos con solucién salina.
Posteriormente las muestras fueron fijadas con alcohol al 96° y tefiidas con
hematoxilina de Harris, Orange (OG-6) y Eosina (EA-50) usando el método de
Papanicolaou modificado (Drury y Wallington, 1980), (Apéndice |). Las laminillas
se analizaron con la ayuda de un microscopio Optico (40x) a diez campos; a
partir del conteo general de células (100%), se registraron los porcentajes de
cada tipo celular presentes en las muestras. La identificacion de las fases del
ciclo estral se hicieron con base en las reportadas por Steers (1998), quien
distingue cuatro tipos celulares en el epitelio vaginal de A. jamaicensis: células
epiteliales nucleadas, células epiteliales de tipo intermedio (con nucleo y con
membrana cornificada), células cornificadas y leucocitos polimorfonucleados. La
toma de muestras fue suspendida después de haber registrado tres ciclos

estrales completos en cada hembra.



Endocrinologia del ciclo estral

Para conocer la dinamica endocrina (FSH, PRL y P4) del ciclo estral, a cada una
de las hembras se le tomo a intervalos de 15 dias, una muestra de 0.4 ml de
sangre de la vena marginal del ala izquierda, de acuerdo con el método citado
por Gustafson y Damassa (1985). Una vez obtenidas las muestras, estas fueron
centrifugadas a 2500 rpm durante cinco minutos para obtener el suero, mismo
que se conservo en refrigeracion hasta el momento de implementar la técnica de
quimioluminiscencia que consiste en lectura de una emision de radiacion
electromagnética producida por la reaccion quimica entre un sustrato, un
oxidante y un cofactor (Garcia-Campafna et al., 2001). Las muestras fueron

analizadas en los laboratorios “Experto”, en Coyoacéan, Ciudad de México.

2.4 RESULTADOS

Ciclo estral

Se obtuvieron 350 exudados vaginales en un periodo de 75 dias continuos, uno
diario para cada hembra. Los frotis presentaron una similitud de fases entre el
dia 22 (x3) y el correspondiente al primer dia de la toma de muestra,
entendiéndose esto como el término e inicio de un ciclo. De esta manera se
registraron tres ciclos estrales completos por cada una de las hembras tratadas
(Figura 2). Asimismo, se obtuvieron 70 muestras de plasma, cinco por cada

hembra en un periodo de cuatro meses (Septiembre-Diciembre).
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Figura 2. Comportamiento de los ciclos estrales presentados por los individuos de la colonia
cautiva a través de 25 dias continuos. Nota: la figura sintetiza tres ciclos estrales completos por

cada una de las hembras tratadas.

Se contabilizaron 40 ciclos estrales en hembras de A. jamaicensis, donde se
pudieron identificar cuatro tipos celulares en cinco fases: células epiteliales
nucleadas, células epiteliales de tipo intermedio (con nucleo y con membrana
cornificada), células cornificadas y leucocitos polimorfonucleados (Cuadro 1). Los
14 murciélagos sujetos a la técnica de citologia vaginal presentaron diferentes
estadios del ciclo estral al momento de hacer los frotis y no mostraron tendencia

alguna por sincronizar sus ciclos estrales durante el periodo de cautiverio.

a) Proestro

El 80% de las células del frotis vaginal fueron células béasales epiteliales
nucleadas, 15% células epiteliales de tipo intermedio y el 5% restante fue
representado por leucocitos polimorfonucleados (Figura 3). La duracién del

proestro se mantuvo durante 5 (z 2) dias.



Figura 3. Proestro, con predominio de células epiteliales nucleadas (CEN) en un 80%; células

epiteliales intermedias (CEI) en un 15% y leucocitos polimorfonucleados (LEU) 5% (10X).

b) Estro

Durante esta fase el 80% de las células de la pared vaginal estan constituidas
por células cornificadas, 15% células epiteliales nucleadas y 5% de leucocitos
polimorfonucleados (Figura 4). El estro tuvo una duracion promedio de 4 (1)

dias.
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Figura 4. Estro, las células epiteliales de tipo intermedio (CEIl) se van queratinizando formando

asi células cornificadas (CC) que caracterizan el estado de estro (10X).

c) Metaestro

Esta fase se distinguié por un marcado cambio con relacion al numero de células
cornificadas observadas en la fase anterior. De esta manera, la predominancia
de leucocitos polimorfonucleados fue del 45% de los frotis examinados, las
células cornificadas presentaron un 40%, y las células epiteliales nucleadas 15%

(Figura 5). El metaestro tuvo una duracion de 3 (£2) dias.



Figura 5. Metaestro, marcado cambio en el nimero de células cornificadas (CC), que descienden
a un 40%, los leucocitos (LEU) predominan con 45% y el 15% restante lo forman las células
epiteliales nucleadas (CEN) (10X).

d) Diestro
El predomino celular durante esta fase fue de leucocitos polimorfonucleados con
96%; la presencia de células epiteliales nucleadas fue de so6lo 4% de los frotis

examinados (Figura 6). Duracion de 3 ( 2) dias.



Figura 6. Diestro, aumento de células epiteliales nucleadas (CEN)(10X).

e) Anestro
Presencia equitativa de células epiteliales nucleadas (50%) y leucocitos
polimorfonucleados (50%) (Figura 7). Su duracién se estimé de 6 (£2) dias, por

lo que fue la fase de mayor duracion dentro del ciclo.



Figura 7. Anestro, las células epiteliales nucleadas (CEN) y leucocitos polimorfonucleados (LEU)
conforman el frotis vaginal (10X).

Endocrinologia del ciclo estral

Los niveles hormonales registrados de 70 muestras de suero provenientes de
las 14 hembras, revelaron cambios abruptos en las concentraciones de las
hormonas valoradas (foliculo estimulante, prolactina y progesterona) (Cuadro 1). De la
primera fase del ciclo estral, proestro, se analizaron 20 muestras de plasma
cuyos niveles hormonales promedio fueron de 13.2 mlU/ml de FSH; 14.7 ng/ml

en P4;y 6 ng/ml de PRL.



Fase del Céls. epit. nuc. Céls. epit. Int. Céls. cor. Leu. poli. FSH P4 PRL

ciclo estral % % % % miU/ml ng/ml ng/ml
Proestro 80 15 - 5 13.2 14.7 6
n=20 (x0.3) (x0.7) (x2)
Estro 15 - 80 5 6 16.7 14.7
n=13 (x0.2) (#1.2) (+0.6)
Metaestro 15 40 - 45 4.7 19.9 29
n=16 (x0.7) (x0.2) (x1.4)
Diestro 4 - - 96 2.4 10 22.9
n=10 (x0.3) (£0.4) (x2.4)
Anestro 50 - - 50 2 3 10
n=11 (x0.3) (£0.2) (x0.5)

Cuadro 1. Proporcion del tipo celular y dinamica endocrina en el ciclo estral del murciélago
zapotero A. jamaicensis. Abreviaturas: Céls. epit. nuc= células epiteliales nucleadas; Céls. epit.
int= células epiteliales intermedias; Céls. cor= células cornificadas; Leu. poli= leucocitos
polimorfonucleados; FSH= Hormona foliculo estimulante; P4= Progesterona; PRL= Prolactina.
Nota: Las concentraciones de FSH, P4 y PRL estan dadas en su promedio y las desviaciones
estandar dentro de los paréntesis.

Asimismo, se analizaron 13 muestras de plasma de hembras en estado de estro,
las cuales presentaron niveles promedio de 6 miU/ml de FSH; 16.7 ng/ml de P4;
y 14.7 ng/ml de PRL. De igual manera, se analizaron 16 muestras de hembras
en estado de metaestro, con concentraciones de 4.7 mlU/ml FSH; 19.9 ng/ml de
P4; y 29 ng/ml de PRL. Diez muestras de hembras en estado de diestro,
presentaron niveles de 2.4 miU/ml de FSH; 10 ng/ml de P4;y 22.9 ng/ml en PRL.
Finalmente, de la fase de anestro se analizaron 11 muestras con
concentraciones de 2 mlU/ml de FSH; 3 ng/ml de P4; y 10 ng/ml de PRL. Las
concentraciones encontradas a lo largo del ciclo estral se encuentran resumidas

en la figura 8.
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Figura 8. Dinamica endécrina del ciclo estral de A. jamaicensis.

2.5 DISCUSION

Debido a que la periodicidad con que las cinco fases del ciclo estral se expresan
sobre el epitelio vaginal de A. jamaicensis se limita a 22 (£3) dias, se puede
sefalar que la duracién del ciclo estral del murciélago zapotero es similar al
registrado por Rasweiler (1972), para otro murciélago filostbmido como

Glossophaga soricina.

Es probable que dicha semejanza en el comportamiento reproductor de ambas
especies responda a la adaptacion de ambas especies a un ambiente tropical, en
donde tienen mayor disponibilidad de recursos alimentarios. De acuerdo con
Bronson (1989), esto es cierto para la mayoria de mamiferos tropicales, los
cuales sufren menos restricciones de alimento a lo largo del afio y suelen tener
ciclos sexuales continuos y mas cortos que los organismos de climas templados.
Esto coincide con lo sefalado por Ramirez-Pulido et al., (1993), quienes

mencionan que el patron reproductor de A. jamaicensis esta ligado



estrechamente con la fenologia de los arboles del bosque tropical caducifolio.,
donde la presencia de los frutos de higueras (Ficus sp) a lo largo de todo el afio
constituyen el recurso mas importante en la dieta de A. jamaicensis, sustentando
asi los requerimientos energéticos que exige la actividad reproductora constante

de este murciélago.

Por otra parte, la duracion y frecuencia de los ciclos estrales que las hembras
estudiadas mostraron en un periodo de 75 dias de muestreo, ademas del breve
periodo de inactividad reproductora observado en la fase de anestro confirman la
hipotesis de que las hembras de A. jamaicensis son capaces de presentar ciclos
estrales continuos con periodos de estro breves cuando no logran el estado de
prefiez. De igual manera, fue evidente el comportamiento asincronico de los
ciclos estrales entre uno y otro espécimen, a través de la sobreposicion de las
diferentes fases del ciclo estral (Figura 2). De acuerdo con lo anterior, es
entendible porqué las hembras pueden quedar prefiadas mas de una vez a lo
largo del afio, como lo sefialan Hall y Dalquest (1963), Jones et al., (1972; 1973)
y Sanchez et al., (1990). En este sentido, los estados de prefiez del murciélago
zapotero también se ven favorecidos por el tipo organizacion social y por el tipo

de refugio que los organismos encuentran en este habitat.



En la region de Chamela, Jalisco, el murciélago zapotero encuentra refugio
principalmente en las oquedades de los arboles, en donde se organizan por
medio de harenes, en donde conviven en promedio ocho hembras y un macho
(Morrison, 1979); esto favorece el acceso oportuno del macho dominante hacia
las hembras de su harén que pudieran estar receptivas (estro) en ese momento.
Debido a que las hembras son capaces de presentar periodos de estro
postparto, los machos dominantes acceden libremente a estas hembras, por
periodos que van de una a siete horas dentro del refugio (Morrison, 1978). De
igual manera, los periodos de estro presentados por las hembras de la colonia en
cautiverio coincidieron con el periodo de prefiez y postparto citado por Sanchez
et al., (1990), para individuos de la misma region, lo cual confirma la presencia
de un patrén reproductor poliéstrico continuo en los individuos de A. jamaicensis

de la region de Chamela, Jalisco.

Como se ha sefialado anteriormente, en el ciclo estral del murciélago zapotero
se identificaron cinco fases, en donde los frotis identificados en fase de proestro
mantuvieron una predominancia de células epiteliales nucleadas, similar al
reportado en el vespertilionido Nyctalus noctula (Kleiman y Racey, 1969). La fase
delimitada como proestro present6 las maximas concentraciones de la hormona
foliculo estimulante (FSH) dentro de todo el ciclo estral (13.2 mlU/ml). Esto
coincidié con el modelo general propuesto para mamiferos por Bronson (1989),
en donde la FSH presenta su maxima actividad sobre el desarrollo y crecimiento

del foliculo ovarico (Cuadro 1).



En el estro, el descenso en las concentraciones de FSH de hasta el 45% (6
mlU/ml) con respecto a los niveles registrado en el proestro, indica una
disminucion de la accion de esta hormona sobre el foliculo ovarico. De acuerdo
con Norris (1997), esta disminucion es reemplazada por la hormona luteinizante
(LH) que estimula la liberacion del foliculo. Asimismo, es sabido que la accion
conjunta de la FSH y la LH sobre el foliculo ovarico hacia finales del proestro, no
solo favorecen el crecimiento y su posterior liberacidn; sino que también inician la
sintesis de estrogenos, como el estradiol, el cual entre otras funciones actua
sobre el epitelio vaginal provocando la queratinizacion de las células epiteliales
nucleadas (Norris, 1997). De esta manera, el descenso en los niveles de FSH
parece tener influencia directa sobre la citologia vaginal de las hembras adultas,
ya que favorece la presencia de las células cornificadas, las cuales son tipicas

de los frotis de hembras en estado de estro.

Por otra parte, el incremento paulatino de los niveles de progesterona (P4),
durante el estro probablemente se deba a una liberacion constante de LH desde
la hipofisis, como lo sefialan Buchanan y Younglai (1986) para Myotis lucifugus.
Este mismo patrén se ha observado en hamsters (Leavitt y Blaha, 1970) y
cobayos (Challis et al., 1971), lo cual demuestra que A. jamaicensis mantiene un

patron enddcrino similar al reportado por Bronson (1989) para mamiferos.



El metaestro se distinguié por un notable descenso en la proporcion de las
células cornificadas. Es probable que al igual que como sucede en algunos
roedores del género Dipodomys (Wilson et al., 1985), y en el murciélago Myotis
lucifugus (Currie et al., 1988), la disminucion en la proporcién de las células
cornificadas presentes en el epitelio vaginal del murciélago zapotero se deba a
un decremento en las concentraciones de estrogenos asi como a la accion
endocrina del cuerpo ldteo, el cual, al madurar secreta mayores cantidades de

P4 (19.9+0.2 ng/ml).

Las fases de diestro y anestro estuvieron caracterizadas por los bajos niveles de
FSH y P4. En ambas fases, la predominancia de leucocitos polimorfonucleados
reveld la baja influencia de las hormonas sobre el tejido epitelial de la vagina.
Esta condicion fue interrumpida hacia finales del anestro, por la proliferacion de
células epiteliales nucleadas, reflejando asi el inicio de un nuevo ciclo. Los
niveles de PRL descendieron de manera paulatina durante la transicién del
diestro al anestro y alcanzando sus niveles basales aln después de haberse

iniciado el proestro, al igual que como sucede en Ovis aries (Wright et al., 1981).

Asimismo, mientras que los niveles de P4, decrecieron rapidamente durante el
diestro, favorecieron el incremento de los niveles de FSH necesarios para iniciar
la estimulacion del crecimiento de un nuevo foliculo ovérico. Por lo tanto se

asume que los niveles de P4 descendieron al no darse el estado de prefiez.



2.6 CONCLUSIONES

El ciclo estral del murciélago zapotero A. jamaicensis consta de 22 (+3) dias, con
periodos de seis dias de inactividad reproductiva entre un ciclo y otro. La
duracion de sus ciclos reproductores fueron similares en duracion al reportado
para otro murciélago filostbmido como Glossophaga soricina, con la cual

comparte los mismos rangos de distribucion.

La dinamica enddcrina del ciclo estral de A. jamaicensis es similar al modelo
general sefialado para mamiferos. Sin embargo, la escasa informacion sobre
esta tematica entre las diferentes especies de murciélagos, dificulta en gran

medida la comparacion de los resultados obtenidos.

Por lo anterior, es necesario realizar nuevas investigaciones en esta area para
contribuir al conocimiento de los ciclos sexuales de las diferentes especies de
murciélagos tropicales, para tal fin se pueden considerar técnicas de
comprobada eficacia como la citologia vaginal y las diferentes pruebas de
inmunoensayo. Estas metodologias incrementan notablemente el grado de
certeza en las delimitaciones de los ciclos estrales, asi como la eficacia en los
prondsticos de estados de celo o calor para una especie determinada. De igual
manera, constituyen una herramienta eficaz en el manejo, uso y conservacion de

las especies de mamiferos silvestres.



En este capitulo se comprob¢ la eficacia de ambas técnicas en la delimitacion y
descripcion del ciclo estral del murciélago zapotero A. jamaicensis. Sin embargo,
la valoracion de las concentraciones hormonales de FSH, P4 y PRL aqui
sefalados se limitd a una poblacion de murciélagos cautivos, cuya actividad
reproductiva pudo haberse modificado por la manipulacién. Por lo tanto se
recomienda realizar este tipo de trabajos obteniendo paralelamente los sueros de

organismos capturado en el campo.
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Capitulo 3. Observaciones sobre cortejos, cOpulas, tasa de crecimiento

fetal y duracién de la gestacidon de Artibeus jamaicensis

INTRODUCCION

Los murciélagos, en contraste con otros mamiferos de tamafio pequefio, tienen
un comportamiento reproductor y periodos de vida intrauterina variables, los
cuales pueden ser modificados por la influencia de factores bioticos
(enfermedades y depredacion) y abioticos (temperatura y fotoperiodo); (Frazer y
Huggett, 1974). De igual manera, la poca disponibilidad de los recursos
alimentarios y la exposicion de las hembras prefiadas a agentes generadores de
estrés también pueden modificar la tasa de crecimiento embrionario y en el peor

de los casos, la interrupcion del periodo de gestacion (Racey, 1973).

Actualmente el conocimiento que se tiene acerca de la manera en que los
factores ambientales modifican el comportamiento reproductor de los
murciélagos y el desarrollo embrionario de sus crias es limitado, al igual que la
mayoria de los mecanismos involucrados en su biologia reproductora. De
acuerdo con esta reflexion, es necesario incrementar la investigacion en estos
topicos, sobretodo en los murciélagos tropicales, los cuales han sido
reconocidos como excelentes modelos experimentales en las areas del

conocimiento biolégico, biomédico y de conservacion (Rasweiler, 1993).



3.1 ANTECEDENTES DEL CORTEJO Y EL DESARROLLO PRENATAL
Cortejos

Al igual que como sucede en el resto de los mamiferos, los apareamientos se
logran después de que el macho ha cortejado a la hembra. El cortejo es de vital
importancia en la tarea de conseguir una pareja y por lo general consiste de
labores de exhibicionismo (teropddidos), vocalizaciones (teropodidos,
embalondridos y vespertilionidos), actividad de las glandulas de almizcle
(embalonuridos y moldsidos) y danzas (filostomidos); en general, todas estas
actividades estan relacionadas con el sistema de apareamiento caracteristico de

cada especie (Orr, 1970).

Apareamientos

Una vez que la hembra ha aceptado al macho, se dan los apareamientos, los
cuales son esencialmente similares a las del resto de mamiferos, debido a que
el macho monta y penetra a la hembra por detrds. Las cépulas de algunas
especies de murciélagos vespertilionidos han sido registradas por Wimsatt
(1945). No obstante, los reportes sobre las montas de murciélagos y la duracion

de éstas han recibido poca atencion en los reportes cientificos.

Tasa de crecimiento fetal

Los estudios enfocados a estimar la tasa de crecimiento fetal en las diferentes
especies de murciélagos son igualmente limitados. La importancia de este tipo
de estudios radica en que sus resultados ayudan a comprender la adaptacion de

una especie en particular hacia su ambiente, pues se ha comprobado que el



ritmo de crecimiento de las crias esta en funcion de las condiciones ambientales
y disponibilidad de recursos (Frazer y Hugett, 1974). Las tasas de crecimiento
fetal, resultan utiles en la estimacion de edades embrionarias como lo demostré
Van der Merwe (1979, 1981) para Miniopterus schreibersi, asi como también en
la determinacion de la duracion de los periodos de gestacion de una especie en

particular (Krishna y Dominic, 1982).

Gestacion

Autores como Orr (1970), Heideman (1989) y Badwaik y Raswailer (2000) han
sefialado la diversidad en las longitudes de los periodos de gestacion de
algunas especies de murciélagos. Algunos vespertilionidos del género Myotis y
Pipistrellus pueden presentar gestaciones de 50 dias, mientras que el
teropddido Haplonycteris fischeri tiene periodos de gestacion de hasta once

meses.

Para algunas especies, es posible citar tiempos de desarrollo, como en el caso
del vespertilionido Miniopterus schreibersi. De acuerdo con Van der Merwe,
(1981), esta especie posee un periodo de gestacion es de ocho meses, en
donde el 64% de ésta es ocupada por un retraso en la implantacion, 14% por la

organogeénesis y 22% para el crecimiento embrionario.



De acuerdo con lo anterior, el conocimiento acerca de los cortejos, montas y
tasas de crecimiento fetal y la duracion de los periodos de gestacion para la

mayoria de las especies de murciélagos tropicales son poco conocidas.

Sobre el murciélago zapotero A. jamaicensis se han descrito algunos aspectos
de su biologia reproductora, como su tipo placentario (Wislocki y Fawcett, 1941),
nacimiento de las crias (Jones 1945; Novick, 1960; Bhatnagar, 1978) y su
sistema de apareamiento (Kunz et al., 1983; Ortega y Arita, 1999). Asimismo,
Fleming (1971), Keast y Handley (1991) y Wilson et al., (1991) coincidieron en
sefialar que A. jamaicensis presenta dos periodos de prefiez al afio en la regién
del canal de Panama y en la Isla de Barro Colorado; el primero con amplitud de
3.5-4 meses y el segundo de siete meses, debido a la presencia de un periodo

de diapausa embrionaria.

Considerando la escasa informacion existente sobre algunos aspectos del
comportamiento reproductor del murciélago zapotero en el tropico mexicano, el
propdsito de este capitulo es contribuir al conocimiento de los cortejos, cépulas,
desarrollo y crecimiento prenatal y periodos de gestacion que presenta A.
jamaicensis en nuestro pais, en donde el fenémeno de diapausa embrionaria no

se ha citado; por lo tanto se plantea la siguiente hipétesis:



Ho: Si en la regién de Chamela, Jalisco no se presenta un periodo de diapausa
durante el periodo de gestacion de A. jamaicensis, entonces el desarrollo y la
tasa de crecimiento fetal tendrd un comportamiento lineal y podran presentarse
cigotos, embriones y fetos a diferentes estados de desarrollo dentro del mismo

periodo de reproduccion.

Para comprobar lo sefalado en la hipétesis se plantearon los siguientes
objetivos:

1) Describir la conducta de cortejo y copulas del murciélago zapotero

2) Estimar la tasa de crecimiento fetal a diferentes edades prenatales.

3) Estimar el periodo de gestacion

3.2 AREA DE ESTUDIO
La captura de los murciélagos utilizados en este capitulo fueron capturados en

la region de Chamela, Jalisco, descrita en el capitulo dos.

3.3 MATERIALES Y METODOS

Para delimitar el periodo de gestacibn de A. jamaicensis en la regién de
Chamela, Jalisco, durante el mes de agosto del 2002 se recolectaron 30
especimenes adultos del murciélago zapoteros A. jamaicensis, de los cuales 24
eran hembras no gravidas y seis machos. Los murciélagos se mantuvieron en
cautiverio durante los meses de septiembre del 2002 al marzo del 2003 en la
estacion de Biologia Chamela, Jalisco. Fueron puestos en cuarentena durante

15 dias y posteriormente se dividieron en dos grupos de 12 hembras y tres



machos, los cuales fueron colocados en dos jaulas de 1x1x1 m (# 1y 2). A las
hembras se les realizaron frotis vaginales, para detectar el periodo de
receptividad del macho (estro). De esta manera, cinco hembras en estado
receptivo fueron removidas de su jaula y cada una fue colocada junto con un
macho en jaulas independientes de 0.6x0.6x0.6 m (#3-6), para favorecer los

apareamientos.

Para registrar los cortejos y apareamientos se utilizO una camara de video
SONY, Digital 8 Handycam Modelo DCR-TRV340 en periodos de cuatro horas
diarias, dos horas en la mafana (10:00 a 12:00 hrs.) y dos por la noche (21:00 a

23:00 hrs.) durante un periodo de dos meses.

Las cinco hembras prefiadas fueron removidas a otra jaula (# 7) de 1.1x0.6x0.5
m para registrar el periodo de gestacion y cualquier eventualidad que pudiera
presentarse durante ésta. En las jaulas que iban desocupandose (#3-6) se
colocaron nuevas parejas de murciélagos para obtener otras hembras en estado

de prefiez (Figura 1).

Debido a que las hembras prefiadas interrumpieron inesperadamente su estado
de prefiez abortando a sus crias, los especimenes abortados (muertos) fueron
utilizados para estimar la tasa de crecimiento fetal (a) por medio de la férmula

matematica propuesta por Huggett y Widdas (1951)



W¥=a(t;—t); a=_WH¥
(tg — fo)

Donde: W ' = raiz ctbica del peso del feto; a = tasa de crecimiento; ty = tiempo

de gestacion; to = un tiempo cualquiera (edad del feto abortado)

Para el valor del tiempo de gestacion (ty) se considero un periodo de 122 dias
seflalado por Keast y Handley (1991) para organismos de la misma especie

mantenidos en cautiverio en Washington, D. C., E. U. A.

Finalmente, el valor promedio de la tasa de crecimiento fetal estimada en A.
jamaicensis fue comparado con las tasas de crecimiento fetal reportadas para
otras especies de murciélagos de tres gremios troficos diferentes: frugivora,

hemato6faga e insectivora.
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Figura 1. Distribucién de la colonia de 30 murciélagos mantenida en cautiverio en la Estacion de

Biologia Chamela, Jalisco, UNAM.



3.4 RESULTADOS

Comportamiento de cortejo y copulas

Se registraron dos eventos de cortejo y copula por medio de video, los cuales se
dieron en horas diurnas, los dias 1 y 5 de diciembre del 2002; el primer evento
tuvo una duracion de 13 minutos y el segundo de 16 minutos; este ultimo es el
gue se describe a continuacion. Primeramente, el macho realizé movimientos de
acercamiento constantes y vocalizaciones esporadicas hacia la hembra, ésta lo
rechazaba por medio de aleteos, mientras que se desplazaba en sentido
contrario a él hasta quedar a 50 cm de distancia. EI macho continio con sus
movimientos y vocalizaciones durante ocho minutos, hasta que se acerco
decididamente de frente a la hembra a la cual sujeté hacia si con ambas alas,
procediendo a acicalarle la region del cuello, rostro y orejas; fue hasta entonces
que la hembra parecioé aceptarlo. El acicalamiento contindo por cerca de tres
minutos hasta que el macho se desplazo y monto por la espalda a la hembra.
Después de una breve pausa de 5 segundos, se dio la penetracién por la
espalda de la hembra y tuvo una duracion de aproximadamente un minuto. El
macho se mantuvo detrds de la hembra y continto acicalandola por espacio de
dos minutos. Posteriormente, hubo una segunda penetracion la cual tuvo una
duracion de dos minutos y se dio mientras la hembra se sujetaba con una sola
pata, probablemente para plegar el uropatagio y facilitar asi la penetracién. A
pesar de que todo el proceso descrito tuvo una duracién de 16 minutos, es
probable que el evento haya sido de mayor duracién pues al parecer el macho
ya habia realizado varios movimientos de acercamiento hacia la hembra antes

de que hubiera notado esta conducta.



Las posteriores observaciones se enfocaron a determinar la duracion del
periodo de gestacion de A. jamaicensis. Sin embargo, no hubo éxito en esta
tarea debido a que las cinco hembras prefiadas abortaron a sus crias. De esta
manera, los fetos obtenidos de los abortos fueron utilizados para estimar la tasa

de crecimiento fetal.

Tasas de crecimiento fetal

La tasa de crecimiento fetal de los individuos abortados a edades de 64 y 78
dias de gestacion fueron menores que las estimadas para los fetos de 104 y 108
dias de gestacion (Cuadro 1). Mientras que la tasa de crecimiento fetal promedio

fue de a =0.06.

Cuadro 1. Tasas de crecimiento fetal de los especimenes obtenidos de hembras de A.
jamaicensis mantenidas en condiciones de cautiverio. El valor de t; fue obtenido del periodo de
gestacion sefialado por Keast y Handley (1991).

Feto Peso () w a to t
1 3 1.443 0.02 64 122
2 3.5 1.519 0.03 78 122
3 4 1.588 0.05 94 122
4 6 1.817 0.10 104 122
5 6 1.817 0.13 108 122

Promedio=0.06

173

Abreviaturas: W ~, raiz cubica del peso; a, tasa de crecimiento fetal; t,, edad del feto; t,, tiempo

de gestacion.



Observaciones sobre la gestacion

No se logro obtener el nacimiento de las crias de las cinco hembras prefiadas,
debido a que las hembras mantenian un estado de estrés pronunciado al
momento en que abortaron a sus crias. Dicha condicidén se debi6 a la presencia
de ruido constante, generado por las ramas de los arboles alrededor del refugio
y por el material plastico que cubria el techo del mismo. Por lo anterior, se
obtuvieron observaciones de cinco especimenes abortados a diferentes edades
de gestacion (Cuadro 1). En todos los casos el aborto sucedié durante horas
diurnas, con las hembras perchadas boca a bajo. Los fetos presentaron primero
la cabeza al momento de salir del canal de parto y la madre no les procurd

ayuda alguna.

Morfologia de los fetos abortados
A continuacién se describe el grado de desarrollo de los fetos abortados a

diferentes edades.

Feto 1

LT, 18; LC, 7.5; AB, 4.3. Edad: 64 dias de gestacion.

En la cabeza, la diferenciacion de estructuras del rostro es clara y los parpados
cubren a los ojos; la pina de las orejas es flacida y corta, no cubre al primordio
del trago. El craneo tiene placas craneales frontales, coronales y las sagitales
estan bien diferenciados. Las extremidades superiores son en forma de abanico
y los humeros, carpos, metacarpos y falanges, ya se encuentran diferenciados;

asimismo, las membranas alares presentan un propatagio y dactilopatagio bien



definidos; el plagiopatagio se une a la base de las patas. En las extremidades
inferiores, el fémur, tibia, fibula, asi como los tarsos y metatarsos de los dedos

de las patas son cartilaginosos; las ufias empiezan a apreciarse en los dedos.

Feto 2

LT, 22; LC, 12; AB, 8.8; PT, 6.7; O, 5. Edad: 78 dias de gestacion.

En la region de la cabeza, el rostro presenta rasgos faciales semejantes a los de
especimenes adultos; los ojos estan cubiertos por los parpados; las pinas de las
orejas son flacidas y cubren el trago. Las extremidades superiores estan
diferenciadas y los pulgares de las manos tienen ufias; el propatagio nace desde
el hombro y se une al borde de los antebrazos; y el plagiopatagio esta bien
desarrollado, por lo cual puede apreciarse con claridad desde el quinto dedo
hasta el maléolo. Las extremidades inferiores se encuentran plegadas hacia

resto del cuerpo y las patas poseen garras claramente formadas.

Feto 3

LT, 27; LC, 10; AB, 10.3; PT, 7; O, 5. Edad: 94 dias de gestacion.

En la cabeza, las orejas estdn bien desarrolladas. En el craneo, se observan
placas craneales parcialmente osificadas; el arco zigomatico es ovalado y de
consistencia sélida. La region toracica es de coloracion blanquecina y carece de
pelo. En las extremidades superiores las falanges del tercer dedo crecen
rapidamente mientras que la ufia del pulgar se ha queratinizado. En las
extremidades inferiores, el calcaneo continla su desarrollo y aunque se

mantiene con una estructura a base de cartilago hialino.



Feto 4

LT, 33.1; LC, 17.1; AB, --; PT, 11; O, 5. Edad: 104 dias de gestacion.

La condicion del feto es incompleta debido a que la madre le devor6 las
extremidades superiores, por lo que no fue posible registrar el tamafio de sus

antebrazos.

Feto 5

LT, (33.8); LC, 17.5; AB, 13.7; PT, --; O, 5. Edad: 108 dias de gestacion.

La region cefélica presenta placas craneales de consistencia cartilaginosa; la
denticion decidua sobresale de las encias y se puede apreciar pelo escaso en la
region del rostro. A este espécimen su madre le devoro la extremidad superior
izquierda y las dos extremidades inferiores, a pocos minutos de haberlo

abortado.

3.5 DISCUSION

El comportamiento de cortejo fue similar a la registrada para los murciélagos
vespertilibnidos Plecotus rafinesquii y Antrozous pallidus (Pearson et al., 1952;
Orr, 1954), ya que en todos los casos se registran acercamientos hacia las
hembras acompafnados por vocalizaciones. Por otra parte, la forma en que se
dieron los abortos fue al igual que como lo menciona Bhatnagar (1978), para los

nacimientos, presentando primero la cabeza.



Debido a que los abortos de las cinco hembras prefiadas coincidieron con el
inicio de los ventarrones tipicos de la region durante los meses de febrero y
marzo (13 de febrero del 2003), es probable éstos hayan sido los principales
factores generadores de ruido; y por lo tanto, la principal fuente de estrés a las
cual estuvieron expuestas las hembras. Dicha perturbacion fue originada en
gran medida por el ruido que producia la capa plastica del techo del sitio de
resguardo de la colonia, asi como por el movimiento brusco de las ramas de los
arboles de alrededor. Con base en la experiencia obtenida se puede sefalar que
para lograr el nacimiento de las crias del murciélago zapotero A. jamaicensis en

cautiverio se requiere de condiciones de aislamiento perfectamente controladas.

De acuerdo con Sanchez et al., (1990) en la costa sur occidental de México los
especimenes de A. jamaicensis presentan tres o cuatro periodos reproductores
a lo largo del afio, con periodos de gestacion de 120 a 90 dias. Sin embargo, se
desconoce hasta que grado el cautiverio y el manejo de las hembras hayan
influido en la tasa de crecimiento embrionario y por tanto en la gestacién de las

crias.



Las observaciones sobre los abortos coinciden con la forma de nacimiento de
las crias citado por Jones (1945), en donde el momento del parto ocurre durante
horas diurnas, sin ayuda de la madre y con la cabeza por delante. Asimismo, el
comportamiento de canibalismo presentado por dos de las cinco hembras que
abortaron a sus crias, también podria estar ligado a las condiciones de estrés
mencionadas anteriormente, al igual que como sucede en algunas especies de
roedores mantenidos en cautiverio como Mus musculus (Perrigo, 1987) y
Peromyscus maniculatus (Sterling, 1953), las cuales reaccionaron de manera

similar ante un ambiente de ruido y de manejo constante.

Por otra parte, la tasa de crecimiento fetal de los individuos abortados iba
incrementando del estado mas tempranos al mas tardio (a = 0.02 — 0.13), lo que
reveld un crecimiento embrionario constante durante los meses de diciembre a
marzo, por lo que se pudieron obtener fetos a diferentes grados de desarrollo
embrionario a diferencia de lo que sefalan Fleming (1971) y Keast y Handley
(1991) para el mismo periodo del afio, en los cuales, el desarrollo se detiene en
el estadio de blastocisto. Por lo tanto, la confirma que la hipétesis planteada en
este capitulo es cierta para la region de Chamela, Jalisco, en donde el
murciélago zapotero no presenta un periodo de diapausa embrionaria en su
segundo periodo de gestacion anual. Asimismo, cabe sefialar que de acuerdo
con observaciones de campo propias realizadas en la misma region, se ha
podido constatar que efectivamente no hay evidencias de diapuasa embrionaria

durante otros periodos del afio.



Inicialmente, la baja tasa de crecimiento registrada en los primeros dos
individuos abortados podria explicarse por el estado prematuro del desarrollo de
los fetos, en donde el aumento de talla es minimo. Al igual que como sefialan
Leitch et al. (1959), para embriones del ratbn Mus musculus, durante el
desarrollo temprano de los embriones de A. jamaicensis, la fuente de energia se
canaliza principalmente en la formacion de los organos vitales, mas que al
aumento en talla como se ve en las edades mas adultas; por lo que es claro que
en el murciélago zapotero como en otros mamiferos, primero se dan la
formacion de organos vitales y subsecuentemente el desarrollo embrionario que

deriva en aumento de talla y en la tasa de crecimiento fetal.

Debido a que en los fetos mas avanzados en su desarrollo (104-108 de
gestacion), tenian escaso pelo en la regiéon cefalica, no se descarta la existencia
de mas de un estadio entre los 108 a 122 dias de gestacion en donde los

organismos se cubren en mayor medida de pelo alrededor del cuerpo.

De la revision bibliografica realizada acerca de las tasa de crecimiento fetal
descritas para murciélagos de tres gremios tréficos diferentes se observd que
las tasas de crecimiento fetales registradas para los murciélagos frugivoros
Cynopterus sphinx (a = 0.05) y Eidolon helvum (a = 0.06) fueron similares a la
obtenidas para A. jamaicensis en este estudio (a = 0.06), lo que sugiere que en
condiciones ambientales similares, los murciélagos responden a mecanismos de
adaptacién evolutivas similares (Cuadro 2). De igual manera, la tasa promedio

de crecimiento fetal en el murciélago zapotero, fue mayor que a la sefialada



para otro filostdmido, como el murciélago vampiro Desmodus rotundus (a =
0.02) (Racey, 1973; Greenhall et al.,, 1983), debido probablemente a la
plasticidad genética de cada especie. Con base a lo anterior, el periodo de
gestacion de A. jamaicensis aparentemente es similar al registrado para otro
murciélago filostdmido como Carollia perspicillata, el cual tiene un periodo

aproximado de 115 dias de gestacion (Kleiman y Davis, 1979).

Cuadro 2. Periodos de gestacion (ty) y tasas de crecimiento fetal (a) de algunos murciélagos.

Especie Dist. GT t a Referencia

Pteropodidae

Cynopterus sphinx Tr F 115-125 0.05 Moghe, 1956
Eidolon helvum Tr F 120 0.06-0.07  Eisentraut, 1936
Pteropus giganteus Tr F 140-150 0.03 Racey, 1973
Rousettus leschenaulti Tr F 125 0.04 Patil, 1968 (Citado por
Frazer y Huggett, 1974)
Megadermatidae
Megaderma lyra Tr I 150-160 0.03 Ramaswamy y Kumar,
1961
Rhinolophidae
Rhinolophus ferrumequinum  Tr I 70-84 0.035 Barret-Hamilton y Hinton,
1921
Hipposideros fulvus Tr I 155-160 0.024 Patil, 1968 (Citado por
Frazer y Huggett, 1974)
Phyllostomidae
Desmodus rotundus Tr H 150-210 0.02 Wimsatt y Trapido, 1952;
Racey, 1973; Greenhall et
al., 1983
Vespertilionidae
Antrozous pallidus T I 63 0.04 Orr, 1954
Myotis lucifugus T I 60 0.03 Wimsatt, 1945
M. nigricans T I 50-60 0.03 Wimsatt, 1945
M. Myotis T I 50 0.09-0.1 Currier, 1922




Cuadro 2. Continuaciéon

Miniopterus australis T I 180 0.013 Baker y Baker, 1936

M. schreibersi T I 240 0.014 Van der Merwe, 1979

Nyctalus noctula T I 70 0.04 Leitch et al., 1959

Pipistrellus pipistrellus T I 44 0.03-0.04 Racey, 1973

Plecotus rafinesquii T I 56-100 0.03 Kleiman, 1969

Tylonycteris robustula T I 90 0.025 Medway, 1972

T. pachypus T I 90 0.03 Medway, 1972
Molossidae

Tadarida brasiliensis T I 0.02 Davis et al., 1962

Abreviaturas: Dist., distribucion; GF, gremio tréfico; t;, tiempo de gestacion; a, tasa de

crecimiento fetal; Tr, tropical; T, templado; F, frugivoro; H, hematofago; I, insectivoro.

3.6 CONCLUSIONES

Debido a que la colonia de A. jamaicensis mantenida en cautiverio estuvo
involuntariamente sometida a condiciones de estrés producido principalmente
por el ruido constante que prevalecié alrededor del sitio de resguardo de los
murciélagos, las hembras prefiadas no lograron un periodo de prefiez completo
y abortaron a sus crias a edades tempranas y en avanzado estado de
desarrollo. Por lo anterior, se puede sefialar que para obtener mejores
resultados en el nacimiento de las crias del murciélago zapotero, es necesario
reducir al maximo las fuentes potenciales de estrés, ademas de considerar
periodos de cautiverio mas largos (x 18 meses) y moderar el manejo de las

hembras prefiadas.



A pesar de que no se pudieron registrar periodos de gestacion completos, se
confirmé que el desarrollo prenatal de las crias del murciélago zapotero en la
region de Chamela, Jalisco es constante durante el segundo periodo de
gestacion anual (a = 0.06), y por lo tanto no presenta un periodo de diapausa
embrionaria durante los meses de septiembre a abril como lo sefialan Fleming
(1971) y Keast y Handley (1991), para especimenes del Panama. De acuerdo a
lo anterior se estima que las poblaciones de A. jamaicensis podria tener un

periodo de gestacion de 120 dias dentro de la region de Chamela, Jalisco.

Finalmente, la tasa promedio de crecimiento fetal fue mayor que la estimada
para otro murciélagos filostbmidos como el murciélago vampiro Desmodus
rotundus, y similar a la reportada para dos teropédidos frugivoros de climas
tropicales. No obstante, es necesario iniciar nuevos estudios en la estimacién de
los periodos de gestacion para entender mejor el ritmo del desarrollo y

crecimiento prenatal en estos organismos.
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Artibeus jamaicensis



Capitulo 4. Variacién de estados de desarrollo embrionario de Artibeus

jamaicensis

INTRODUCCION

Hasta nuestros dias han sido pocas las especies de murciélagos que han sido
estudiados desde algun aspecto de su reproduccion (embriologia, crecimiento
prenatal, crecimiento postnatal y madurez sexual). Esto es mas evidente, si se
considera solo la informacion para murciélagos tropicales y en especial de la

familia Phyllostomidae (Keast y Handley, 1991).

De acuerdo con Van der Merve (1981), el periodo de desarrollo prenatal se
puede dividir en tres etapas: huevo, embrionaria y fetal. Sin embargo, a la fecha
no existe un criterio estricto que delimite el término de la etapa embrionaria y el
inicio de la fetal, por lo que esta tarea resulta ser arbitraria. En el orden
Chiroptera, esta situacion es aun mas compleja debido a las numerosas variantes
gue los murciélagos pueden presentar en las diferentes etapas del desarrollo y
crecimiento prenatal. Por lo anterior, es necesario incrementar los estudios con la
finalidad dar a conocer el crecimiento prenatal de las diferentes especies de

murciélagos.



4.1 ANTECEDENTES AL DESARROLLO EMBRIONARIO EN MURCIELAGOS

Los primeros datos sobre la embriologia de un murciélago filostdmido fueron
obtenidos por Rolleston (1866), quien describié las membranas embrionarias de
Phyllostoma sp. Allen (1895) describe el tamafio y la morfologia de algunos
embriones de los géneros Artibeus, Brachiophylla, Desmodus, Glossophaga y
Lonchoglossa (Anura). Hamlett (1935) describe las partes y la forma de la
placenta del embrion de Glossophaga soricina. Orr (1970) por su parte, describe
y sefiala el conocimiento que hasta entonces se tenia sobre la fertilizacion, el
desarrollo prenatal y postnatal de los murciélagos. Posteriormente, Bleier (1979)
sefiala los periodos de ovulacion, fertilizacion y las primeras etapas del desarrollo
embrionario de algunas especies de murciélagos filostbmidos, como Macrotus
californicus, Glossophaga soricina, Carollia perspicillata, Carollia brevicauda,

Artibeus jamaicensis y Desmodus rotundus.

Para el murciélago zapotero Artibeus jamaicensis se cuentan con trabajos sobre
la descripcion del tipo placentario (Wislocki y Fawcet, 1941), la descripcién del
nacimiento de sus crias bajo condiciones de cautiverio, las cuales nacen sin la
ayuda de su madre, la cual esta perchada y boca abajo (Jones, 1945; Novick,
1960; Bhatnagar, 1978), y los que aportan informacion sobre el desarrollo y
estructura de las alas y su osificacion (McManus y Nelly, 1972; Keast y Handley,

1991).



Lo anterior indica que la informacion sobre el desarrollo embrionario de Artibeus
jamaicensis es escaso. La finalidad de este capitulo es contribuir al conocimiento
del desarrollo embrionario y ontogenético del murciélago zapotero, por lo que se

planteo la siguiente hipotesis:

Ho: El patron reproductor del murciélago zapotero A. jamaicensis en la region de
la costa sur occidental de México es descrito como poliestro continuo; por lo
tanto, se pueden encontrar hembras prefiadas con embriones a diferentes

estados de desarrollo en un mismo periodo reproductor.

Se consideraron los siguientes objetivos:

1) Describir el desarrollo fetal mediante la identificacion de estructuras
morfolégicas externas e internas (tejido muscular y éseo).

2) Definir diferentes estados de desarrollo con base en la morfologia externa e
interna de los embriones y fetos.

3) Determinar la relacion entre tres variables somaticas del embrién o feto y su

peso corporal.

4.2 AREA DE ESTUDIO

El trabajo de campo comprendié cinco localidades del estado Colima, incluidas
dentro de las coordenadas: 19° 21’ 30”N, 104° 09’ 13” O; 19° 21’ 30N, 103° 32’
57"0; 19° 09’ 30N, 104° 09'13"0; 19° 09’ 30”N, 103° 32’ 57”0 (Figura 1;

Cuadro 1).
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Figura 1. Localidades de colecta del murciélago zapotero Artibeus jamaicensis en el estado de

Colima. 1, Palmillas. 2, Cerro Colorado. 3, La Rosa. 4, San José de Lumbert. 5, Trapichillos.

De acuerdo con Garcia (1987) en las localidades de Colima como en la regién de
Chamela se encuentra el tipo climatico Aw; (w)(i), denominado como calido
subhimedo con lluvias en verano, que se caracteriza por tener un coeficiente de
precipitacion (P/T) de 43.2-55.3 mm. La oscilacion térmica es menor de 5°C entre
el mes mas célido y el mas frio; la temperatura media anual de 26°C.
Precipitacion total anual de 1,050 mm alcanzando el nivel mas bajo en el mes de

febrero con 2 mm y el mas alto en septiembre con 350 mm.



La cobertura vegetal de los sitios de muestreo en el estado de Colima fue de
bosque tropical caducifolio y la presencia del bosque tropical subcaducifolio en

zonas de terreno accidentado.

Cuadro 1. Localidades de captura en el estado de Colima.

Localidades Coordenadas Altitud NUmero de
(msnm) especimenes

1) Palmillas 19°21'30"N; 103°32'57"0 950 28
2) Cerro Colorado 19°19'16"N; 103°32'43"0 920 1
3) La Rosa 19°11°30"N; 104°06'13"W 650 22
4) San José de Lumbert 19°10'44”N; 104°08'39"0 500 15
5) Trapichillos 19°09'30"N; 104°07°'11"0 360 2

4.3 MATERIALES Y METODOS

El trabajo consistio en el andlisis detallado de embriones y fetos provenientes de
hembras prefiadas capturadas durante el invierno del 2001 (1-12 de enero), en el
estado de Colima (Cuadro 1 y 2). Los murciélagos fueron capturados con ayuda
de redes de niebla de 6, 8 y 12 m colocadas entre la vegetacion, cuerpos de

agua y brechas.

Para conocer la condicion reproductiva de los murciélagos recolectados se les
examino la region del vientre por palpacion, ademas del tamafio del pezon
(estado de lactancia). Una vez identificadas las hembras en estado de prefiez,
éstas fueron sacrificadas y posteriormente medidas, pesadas y preparadas en

piel y craneo. Todas las medidas fueron tomadas en el campo con una regla de



precision minima de + 0.5 milimetros; el peso fue registrado por medio de una

balanza calibrada a + 0.01 de gramo.

Los embriones y fetos obtenidos fueron conservados en alcohol al 70% vy
transportados al laboratorio para su analisis morfolégico. Posteriormente en
laboratorio a los especimenes se les registraron las siguientes medidas
somaticas: Longitud total (LT), Longitud de la cabeza (LC), antebrazo (AB), y el
peso, las cuales son citadas en milimetros (mm) y el peso en gramos (g). Para
mas de tres observaciones se anoto el promedio y el valor minimo y maximo

entre paréntesis.

Considerando que no existe un criterio claro para diferenciar a los embriones de
los fetos, la determinacion de ambos estados de desarrollo se realizo con base
en las caracteristicas morfolégicas externas e internas, asi como de la presencia

0 ausencia de estructuras 6seas.

De esta manera, se definieron como embriones a aquellos organismos cuya
morfologia interna y externa aun no estaba bien definida; mientras que los fetos

fueron aquéllos cuya morfologia corporal y esquelética ya estaban bien definida.

Las caracteristicas morfoldgicas externas se obtuvieron al observar a los
especimenes al microscopio estereoscopico; mientras que para poder precisar
las diferencias internas, como el grado de osificacién del esqueleto el material fue
transparentado por la técnica de Canatella (2000), que consiste en la digestién

del tejido muscular y conectivo por tripsina y la tincién diferencial de cartilago



(azul de alciano 8GX) y el hueso (rojo de Alizarina). Cabe sefialar que se hicieron
modificaciones en el tiempo de exposicion a la tripsina, debido a la variacion del

tamano de los embriones y fetos (Apéndice II).

Andlisis estadistico

Para calcular la ecuacién de la recta que describiera mejor el patron de desarrollo
embrionario se realizaron andlisis de regresion lineal simple utilizando el
programa estadistico SigmaStat, version 3. Las medidas de los parametros
somaticos consideradas en estas pruebas fueron normalizadas por su logaritmo
en base 10 antes de ser analizadas. Se tomaron en cuenta las siguientes
funciones:

1) Log de longitud total del espécimen s Log de la longitud de la cabeza

2) Log del peso del espécimen s Log de la longitud de la cabeza

3) Log de la longitud total del espécimen ‘s Log de la longitud del antebrazo

4) Log del peso del espécimen 's Log de la longitud del antebrazo

Se consider6 como la recta que mejor describié el patrén de desarrollo
embrionario a aquélla cuyo factor de correlacion fue méas cercano a 1. De esta
manera, la recta fue definida por la ecuacion: Y = by + (b1) X; r = coeficiente de
correlacion.

Donde:

Y = cualquier valor de la variable dependiente

bo = punto de intercepcién entre las variables



b;= pendiente de la linea de regresion de la muestra

X = Cualquier valor de la variable independiente

4.4 RESULTADOS

Se obtuvieron 68 especimenes sin sexo determinado, cuatro embriones y 64
fetos (Cuadro 2). Fue posible capturar numerosas hembras con embriones de
diferentes estados de desarrollo en las localidades de recolecta; por lo tanto, se

observo una amplia variabilidad en el tamafio de los especimenes (Figura 2).

Cuadro 2. Numero de murciélagos recolectados por dia de colecta y localidades en el estado de
Colima.

Localidad Total de Dias de recolecta
especimenes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Palmillas 28 6 11 1 10 - - - - - -
Cerro 1 - 1 -- -- - - - - - -
Colorado

La Rosa 22 -- -- -- -- -- 6 1 9 6 --
San Joseé 15 -- - -- -- - - - 10 - 5
de Lumbert

Trapichillas 2 -- -- -- - 2 - - - - -
Total 68

De esta manera, el dia 2 de enero del 2001, a 2 Km E del poblado de Palmillas,
se pudo recolectar una hembra prefiada con un embrién de 2.8 mm de longitud
total; en contraste, el dia 12 de enero del mismo afio, durante el segundo periodo
de recolecta, a 2.5 Km W San José de Lumbert, se recolecté una hembra con un

feto de 40 mm (Figura 2).
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Figura 2. Asincronia del desarrollo de embriones y fetos entre los periodos de recolecta. Los

nameros entre paréntesis representan a los especimenes capturados por dia.

Estados de desarrollo

Con base en el analisis de las estructuras morfolégicas externa e internas de los

especimenes recolectados en campo se pudieron determinar siete estadios del

desarrollo embrionario (Cuadro 3).

Cuadro 3. Medidas somaticas promedio de embriones y fetos analizados.

Estadio Nl]mero de LT £+S.D Extremos AB+S.D Extremos LC+S.D Extremos Peso +S.D Extremos
especimenes

1 1 2.8 0.3

2 3 5 4-6 1.7 1.5-1.9 0.8

3 8 19.7+1.16 18-21 6+2 3.8-10.5 7.8£1.3 6.8-8.7 2.9+0.52 2-3.3

4 23 238+1.14 22-26 84+16 5-10.8 8.8+2 7.8-9.8 3.5 +0.46 2.3-39

5 20 29+1.14 27-31 1072 7.5-13.9 10.5+ 2.6 8.5-12.5 4.2+0.33 3.8-4.7

6 9 33.1+1.26 32-35 148+25 11.4-17.7 14+24 12-16 5.2+0.46 4.7-58

7 4 39+141 37-40 17.1+ 3 14.9-20.6 17.1+£3 16.9-17.3 5.9+1.06 4.4-6.7
n==68

Abreviaciones: LT, longitud total; AB, antebrazo; LC, longitud de la cabeza; S.D, Desviacién

estandar. Todas las medidas estan expresadas en milimetros y peso en gramos.



Estadio 1

Se examind un embrion (SBGP 74), con: LT, 2.8; LC (-); AB (-); peso, 0.3.

La region cefélica carece de rasgos faciales a excepcion de los rudimentos de los
0jos, vesicula auditiva y la membrana orofaringea. En la regidén toracica los
organos internos no se habian definido; por este motivo el espécimen no fue
tratado bajo la técnica de transparentacion. Los arcos branquiales son
prominentes y a lo largo del dorso se puede apreciar una hilera de somitas a
ambos lados del tubo neural. Por otra parte, se ha iniciado la formacion del
aparato circulatorio, pudiéndose observar una prominencia cardiaca; asimismo, el
desarrollo del higado ocasiona un leve abultamiento en la parte media ventral del

cuerpo (Figura 3).

Vesicula auditiva

Hendidura
mandibular

Tercer arco
branquial

Prominenda
cardiaca

Figura 3. Estadio uno. Embrién en estado temprano de desarrollo con primordios de los ojos.
SBGP 74. México: Colima, 2Km E Palmillas.



Estadio 2
Se examinaron tres embriones: LT, 5 (4-6); LC 1.7 (1.5-1.9); AB (--); peso, 0.8

(0.7-0.9).

En la regidn cefalica, el rostro presenta orificios nasales en forma de hendiduras.
Se puede apreciar las salientes que originan los procesos maxilares, las cuales
son pequefias y se ubicaron a cada lado del rostro, sobre la base anterior del arco
mandibular. En vista lateral, el arco mandibular y la hendidura hiomandibular estan
bien formados. El tercer y cuarto arcos branquiales ya se han diferenciado en la

region media superior del cuerpo.

En la region toracica los primordios superiores e inferiores son cilindricos y
pequefios, y van a dar origen a las alas y patas respectivamente. Desde la parte
superior de la cabeza hasta la cola, el cordon neural es de constitucion obscura y

el mielencéfalo que es de tonalidad transparente (Figura 4).
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Figura 4. Estadio dos. Embrién con primordios de apéndices superiores e inferiores. LMG 51.

Colima 2 Km E Palmillas.

Estadio 3

Se analizaron ocho fetos: LT, 19.7 (18-21); LC, 7.8 (6.8 -8.7); AB, 6 (3.8-10.5);

peso, 2.9 (2 - 3.3).

El desarrollo de la region cefélica es evidente debido a que las suturas craneales

frontales, coronales y sagitales que son de consistencia cartilaginosa. En la base

del craneo, el axis y el atlas presentan centros de osificacibn que parten de la

region central hacia los lados. En el rostro la diferenciacion de estructuras es clara

y los ojos estadn cubiertos por péarpados; la pina de las orejas es de condicion

flacida, corta y no cubre el primordio del trago; la base del cuello se encuentra

diferenciada y las vértebras cervicales empezaban a osificarse. Los fetos ya

presentan indicios de denticion decidua y presentan la siguiente formula dental:

C1/1, P 2/2 X 2.



En la extremidad escapular se observan dos centros de osificacidn para las
claviculas, escapulas. Asimismo, las alas presentan un propatagio que sobresale
de los hombros y brazos y se inserta en la parte anterior de los antebrazos; el
dactilopatagio esta bien desarrollado entre las falanges de las manos dandoles
forma de abanico, en donde los carpos, metacarpos y falanges ya se han
diferenciado. El plagiopatagio se une a la base de las patas. Las extremidades
inferiores, el fémur, tibia y los dedos estan bien definidos con centros de
osificacion en la parte media; ya se aprecian las ufias en la punta de los dedos

(Figura 5).

A)

Figura 5. Estadio tres. A) Murciélago en posicion fetal transparentado. B) Morfologia externa, se
observa la hoja nasal y los parpados de los ojos. C) Dactilopatagio desarrollado. D) Tibia y fibula
con centros de osificacion en la parte media. CSH 4506. México: Colima, 4Km NE La Rosa.



Estadio 4
Se analizaron 23 fetos: LT, 23.8 (22 - 26); LC, 8.8 (7.8-9.8); AB, 8.4 (5 — 10.8);

peso, 3.5 (2.3 - 3.9).

En la region cefalica, el rostro presenta rasgos faciales bien desarrollados a
semejanza de los especimenes adultos; las suturas craneales sagital y occipital
son osificadas en la parte central. Los parpados cubren a los ojos. Las pinas de
las orejas son flacidas y cubren el trago. Se pudo apreciar la existencia de la
denticion decidua cuya formula dentaria es 12/2, C1/1, PM 2/1 X 2. Las
extremidades superiores se han diferenciado y el pulgar ya presentan ufas. El
propatagio y el dactilopatagio estan bien desarrollados, mientras que el
plagiopatagio se aprecia con claridad desde el quinto dedo hasta el maléolo. Por
otra parte, las extremidades inferiores poseen estructuras bien definidas; el
calcaneo ya es evidente y los dedos de las patas tienen ufias claramente

formadas (Figura 6).



A) B)

Figura 6. Estadio cuatro. A) Murciélago transparentado en posicion fetal. B) Morfologia externa, C)
Craneo transparentado en donde se observa la diferenciacion de las placas craneales. D)
Membrana alar mostrando el crecimiento de falanges, principalmente del tercer dedo. RDO 1192.

México: Colima, 5.5Km SE Palmillas.

Estadio 5
Se analizaron 20 fetos: LT, 29 (27 - 31); LC, 10.5 (8.5-12.5); AB, 10.7 (7.5 — 13.9);

peso, 4.2 (3.8 — 4.7).

En la regién cefalica se puede apreciar por transparentacion que el craneo cuenta
con una placa frontal, dos parietales, dos temporales y un occipital bien
diferenciados cuyas suturas craneales son de consistencia cartilaginosa. El rostro
cuenta con rasgos faciales bien definidos, las orejas son grandes y flacidas; en el
hocico ya se puede apreciar la denticion decidua que consta de | 2/2, C1/1, PM 2/1

X2.



La region toracica carece de pelo. Internamente se aprecia el esternon de
consistencia cartilaginosa. Dorsalmente, en la columna vertebral esta claramente
diferenciada en vértebras cervicales, toracicas, lumbares y sacras. Las
extremidades superiores tienen un par de escapulas solidas, y los pulgares ya
presenta ufia; mientras que las falanges del tercer dedo crecen rapidamente pero
aun sin ser sélidas, la segunda falange es cerca de 2 a 2 1/2 veces mas larga que
la primera. En las extremidades inferiores, el calcaneo continda su desarrollo y
mantiene una estructura con base en cartilago. Las tibias, fibulas, tarsos y
metatarsos presentan un centro de osificacion en la parte media (diafisis) (Figura

7).

Figura 7. Estadio cinco. A) Murciélago transparentado en posicion fetal. B) Morfologia externa. C)
Desarrollo de la garra del pulgar completo. D) Calcaneo en desarrollo. RDO 1206. México: Colima,
5.5Km SE, 1Km SE Palmillas.



Estadio 6

Se analizaron nueve fetos: LT, 33.1 (32 - 35); LC,

17.7); peso, 5.2 (4.7 - 5.8).

En la region cefalica, los ojos estdn abiertos y presentan pigmentacion en la
pupila; en el hocico, la hoja nasal mide alrededor de 10 mm desde su base y las
encias tienen un aspecto abultado debido a la denticion decidua que permanece
oculta. En las extremidades superiores el desarrollo de los dedos es evidente
debido a que las falanges presentan puntos de osificacion hacia los extremos
(epifisis). Las extremidades inferiores pueden medir cerca de 11 mm y el

crecimiento de los metatarsos es notable (Figura 8).

14 (12-16); AB, 14.8 (11.4 —

Figura 8. Estadio seis. A) Murciélago transparentado en posicién fetal. B) Morfologia externa.

MLRA 3640. México: Colima, 1Km NE Palmillas.




Estadio 7
Se analizaron cuatro fetos: LT, 39 (37 - 40); LC, 17.1 (16.9 -17.3); AB, 17.1 (14.9 —

20.6); peso, 5.9 (4.4 -6.7).

En la regidn cefélica las suturas craneales tienen solidificacién parcial; el hocico
presentd en la mayoria de los casos denticion decidua que sobresale de las
encias. Se pudieron observar algunos especimenes con rasgos faciales bien
definidos, pero con escaso desarrollo en otras regiones del cuerpo. Asimismo, se

pudo apreciar pelo escaso en la region del rostro de algunos individuos.

Las extremidades superiores tienen falanges cartilaginosas y presentan centros de
osificacion accesorios en la parte media y hacia las zonas distales. Las falanges
son largas, anchas y flexibles. Las extremidades inferiores, las tibias y las fibulas
presentan dos centros de osificacion, uno en la parte media y el segundo hacia las
zonas distales; el calcaneo es conspicuo; las patas son grandes y firmes y tiene

tarsos y metatarsos bien definidos (Figura 9).



A)

Figura 9. Estadio siete. A) Feto transparentado. B) Morfologia externa, se puede observar la hoja
nasal y los parpados de los ojos bien formados. En esta etapa, el feto cuenta con dientes deciduos
gue sobresalen del margen de la encia. C) Membrana alar con crecimiento avanzado de la tercera
falange. D) Pata con diferenciacion de tibia, fibula, metacarpos completa. GDS 2959. México:
Colima, 2.5Km W San José de Lumbert.

Regresiones lineales

Después de los andlisis de regresion lineal se pudo apreciar que la recta que
describié mejor el patrén del desarrollo embrionario fue la resultante de la funcién:
Log. de la longitud total del espécimen — Log. de la longitud del antebrazo, la cual
esta descrita por la formula de la recta: Y = 1.014 + (0.410)X, r = 0.920; F =

336.036; P <0.001 (Figura 10 C).
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Figura 10. Pruebas de regresion lineal considerando medidas somaticas y el peso de los embriones y

fetos del estado de Colima.




4.5 DISCUSION

Los embriones y fetos recolectados en el invierno del 2001, presentaron una
marcada variabilidad en cuanto a tamafio, pudiéndose registrar en un periodo de
s6lo diez dias (2-12 de enero del 2001), un embrion de 2.8 mm de longitud
(SBGP 74) hasta un feto de 40 mm (RDO 1207), habiendo una diferencia de 37.2
mm entre ambos organismos (Figura 3). Lo anterior concuerda con los resultados
de Sanchez et al., (1990), quienes sefialan que es posible encontrar hembras
prefiadas con embriones a diferentes estados de desarrollo embrionario en los
primeros meses del afio (en mismo periodo reproductor) en los bosques
tropicales caducifolios de la costa del sur occidente de nuestro pais. Esto explica
la presencia de hembras con embriones y fetos de diferentes edades y grados de
desarrollo, confirmando asi el caracter asincrénico del patrén reproductor de A.
jamaicensis en el estado de Colima, lo cual confirma la hipétesis plateada en este
capitulo y difiere con lo registrado por Fleming (1971) para las poblaciones de
Panama, en donde el desarrollo embrionario del murciélago zapotero es

suspendido durante los meses de noviembre a marzo en la fase de blastocisto.

Los caracteres morfoloégicos externos fueron los primeros criterios para
establecer el estado de desarrollo de los especimenes; sin embargo, se observo
gue en A. jamaicensis puede existir un desarrollo desigual en las estructuras del
cuerpo; por lo que dos especimenes de la misma edad pueden compartir los
mismos rasgos faciales, pero presentar diferente grado de desarrollo en otras

regiones del cuerpo. Esta asincronia en el desarrollo corporal también se ha



sefialado para Miniopterus schreibersi (Van der Merwe, 1981) y Myaotis lucifugus

(Adams, 1992).

De acuerdo con lo observado en los diferentes estados de desarrollo prenatal, la
osificacion del esqueleto de A. jamaicensis salvo algunas excepciones, es tipica
del resto de mamiferos, en donde los huesos largos y los que tienen
proyecciones importantes para la fijacibn de musculos como las escéapulas,
presentaron centros de osificacion accesorios (epifisis), los cuales proporcionan
fortaleza a la region articular del hueso mucho antes de que haya terminado el
desarrollo de la diafisis (Romer, 1981). Asimismo, en el desarrollo de los huesos,
en particular entre las epifisis y las diafisis persistio una banda o disco
cartilaginoso, que se distinguié como la zona de crecimiento, siendo sustituido

por material 6seo procedente de la epifisis.

El grado de desarrollo y diferenciacion de la region cefalica fue similar al
sefalado por Adams (1992) para Myaotis lucifugus; de esta manera, la formacion y
diferenciacion de las placas craneales frontales, coronales y sagitales inician a
edades tempranas por depositacion de material 6seo de la zona central hacia la

periferia.



La presencia temprana de los dientes deciduos (estadio tres) derivd a una
denticibn completamente desarrollada hacia el ultimo estadio (siete), donde las
piezas dentales ya sobresalian del margen de las encias y se presentaban en
forma de gancho al igual que como sucede en Miniopterus schreibersi (Van der

Merwe, 1981).

Debido a que en las extremidades superiores se pudo observar un desarrollo
asincronico entre las claviculas, escapulas y antebrazos, asi como el avanzado
grado de mineralizacion del material 6seo en estas estructuras, se puede sefalar
que el patron de osificacion observado en A. jamaicensis difiere del patron de
desarrollo 6seo reportados para algunos mamiferos terrestres como roedores
(Fritz y Hess, 1970), lagomorfos (Fritz, 1975) y carnivoros (Evans, 1974) en
donde el proceso de osificacion de las estructuras mencionadas se da al mismo
tiempo. Por lo anterior, es probable que los patrones de osificacion en las
extremidades superiores de este murciélago estén asociados a la mecanica de
vuelo. Asimismo, las falanges de las alas fueron de consistencia cartilaginosa
aun en el estadio de desarrollo mas avanzado, lo cual sugiere que la osificacion
s6lo es alcanzada durante el periodo postnatal al igual que como sucede en

Myotis lucifigus (Adams, 1992).

En las extremidades inferiores el grado de depositacion del material 6éseo fue
avanzado y los metacarpos y metatarsos presentaron un patrén asincronico a
diferencia del patron observado en ratones (Fritz y Hess, 1970), lagomorfos

(Fritz, 1975) y carnivoros (Evans, 1974), en donde este proceso se da en forma



sincronizada. Asimismo, el avanzado desarrollo de las patas podria responder a
la imperante necesidad de los neonatos por contar con extremidades lo
suficientemente firmes al momento de nacer para poder perchar por si solos a las

pocas horas de haber nacido, tal como lo refiere Bhatnagar (1978).

Debido a que el conocimiento sobre los patrones de crecimiento embrionario en
Chiroptera es aun escaso, existen limitaciones en la definicion de curvas de
crecimientos adecuadas para describir el desarrollo prenatal. De acuerdo con
Van der Merwe (1981), la obtencion de curvas de crecimiento a partir de
diferentes parametros pueden resultar utiles en el estudio del desarrollo y
crecimiento embrionario y fetal; por lo que las rectas estimadas a partir de las
pruebas de regresion lineal realizadas sobre tres parametros somaticos y el peso
de los fetos de A. jamaicensis revelaron que la relacion entre las variables:
Logaritmo de la longitud del antebrazo - Logaritmo de la longitud total, fue la
funcién con mayor confiabilidad en la estimacion del desarrollo prenatal, debido a

que sus valores fueron muy cercanos a los de la recta de ajuste (Figura 10C).



4.6 CONCLUSIONES
Las crias del murciélago zapotero tienen un desarrollo asincrénico, por lo que se
pueden encontrar organismos poco desarrollados y organismos en avanzado

estado de desarrollo en un mismo periodo reproductor.

El patron de osificacion del esqueleto de A. jamaicensis es secuencial, iniciando
de la regidn cefalica hacia las extremidades inferiores. En algunas estructuras
como las escapulas, claviculas y antebrazos, el patron de osificacion difiere del

sefalado para roedores, lagomorfos y carnivoros.

Por otra parte, no se descarta la existencia de al menos tres estados de
desarrollo mas entre los estadios dos y tres citados en este estudio, debido a los
evidentes cambios morfologicos encontrados entre ambos estadios. De igual
manera, es probable que existan dos o mas estados de desarrollo posteriores al
altimo estadio propuesto, en donde el feto es provisto de pelo alrededor del

cuerpo.

Finalmente, es necesario abundar en la elaboracion de este tipo de estudios
sobre diferentes especies de murciélagos con la finalidad dar a conocer el tipo de

patrones de desarrollo prenatal en especies de murciélagos tropicales.
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Apéndice I. Papanicolaou modificado (Drury y Wallington, 1980)

1) Lavados vaginales con suero fisiologico

2) Fijar la muestra en el frotis con alcohol al 96°

3) Lavar en agua de la llave corriente por 2 min.

4) Dejar en hematoxilina nueva de 5 a 7 min.

5) Lavar 2 minutos con agua de la llave

6) Realizar dos bafios rapidos en bafios amoniacal

7) Realizar cinco bafos en alcohol 96°

8) Dejar en OG-6 de 7 a 10 min.

9) Realizar cinco bafos en alcohol del 96°

10) Dejar en EA-50 de 7 a 10 min.

11) Realizar cinco bafos rapidos en alcohol del 96° por tres veces
12) Realizar cinco bafios rapidos en alcohol absoluto por tres veces
13) Realizar cinco bafios rapidos en OA/Xilol

14) Dejar 5 minutos en Xilol por dos veces

15) Montar con resina



Apéndice Il. Tincion diferencial de material éseo y transparentacion de tejidos

de embriones.

La técnica descrita a continuacién constituye una modificacion de la metodologia

citada por Canatella, 2000, para lograr una adecuada transparentacion de

material biolégico delicado. Es importante considerar que esta técnica sélo es util

para embriones cuyo desarrollo 6seo ha comenzado; la omisibn a esta

recomendacion podria ocasionar la perdida irreparable del material biolégico.

Por ultimo, a diferencia del procedimiento citado para especimenes adultos, en el

caso de los embriones no es necesario desviscerar a los organismos.

1)

2)

3)

4)
5)

6)

El espécimen a tratar debe de estar fijado en formol al 10% o en alcohol al
70%.

Introducir al espécimen en un mezcla de 10mg de azul de alciano 8GN,
80ml de alcohol etilico y 20ml de acido acético glacial por un periodo de
24hrs; es importante considerar que para embriones pequefos el tiempo
de exposicidn a esta solucion puede verse reducida hasta en 12hrs.
Transferir a través de una serie de bafios en etanol a concentraciones de
95%, 70%, 40% y 15% por un minimo de tres horas de exposicion.
Transferir a agua destilada por tres horas.

Incluir el espécimen en una solucién enzimética constituida de 30ml de
borato de sodio, 70ml de agua destilada y 1g de tripsina. Esta debera
prepararse al momento de su utilizacion para evitar la desnaturalizacion
de la enzima. Es importante mantener una estricta vigilancia del material
expuesto, debido a que su sobrexposicién puede ocasionar una perdida
irreparable; por esto, se recomienda realizar este paso en una sola
sesion. La exposicion para lograr una adecuada transparentacion
dependera del tamafio del embridn, el cual deber& ser retirado una vez
gue los huesos y cartilagos del esqueleto sean claramente visibles.

Una vez removido el material de la solucién enzimatica, debera ser lavado

con agua destilada y transferirlo a una solucion de 0.5% de KHO, a la cual



7

8)

se le habr& de agregar la cantidad suficiente de rojo de Alizarina para que
la solucion tome una tonalidad parpura. Debido a que el KHO representa
un agente agresivo para los tejidos, el material expuesto es susceptible a
su sufrir algunos dafios si no se tiene una vigilancia adecuada.
Posteriormente, transferir el material a una solucion de 0.5% KOH vy
glicerina. Esto debera ser a través de una serie de bafios de dicha
solucién a diferentes concentraciones: ¥ KOH - /4 glicerina; ¥ KOH - %
glicerina; '/, KOH — % glicerina y finalmente a glicerina pura. Si algin
espécimen presenta pigmentacion excesiva se puede aclarar adicionando
3 0 4 gotas de H,O, en los primeros dos bafos. El material debera
exponerse a cada solucién a intervalos de seis horas.

Finalmente, el material se debera conservarse en glicerina pura y
almacenarse dentro de viales de vidrio o plastico. Se recomienda agregar
un poco de cristales de timol para inhibir el crecimiento de hongos o

bacterias.
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