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RESUMEN

Artibeus jamaicensis es un murciélago frugivoro de la familia Phylostomidae con una amplia
distribucién en América Central. Presenta un arco cigomatico completo, ausencia de cola y una
estrecha membrana interfemoral, dos lineas faciales blanquecinas, asi como una hoja nasal
caracteristica de la familia. En los machos adultos la talla de los testiculos esta relacionada con la
espermatogénesis y llegan a ser grandes durante el estro postparto de las hembras. El presente
trabajo analiza la morfologia y el patron de expresion de genes del testiculo del murciélago A.
jamaicensis caracteristicos de otros mamiferos en las cuatro estaciones del afio. Los ejemplares se
sacrificaron por una sobredosis de anestesia y se tomaron medidas macroscépicas (peso del
organismo, morfometria, diametro escrotal, longitud del testiculo); se disectaron ambos testiculos
Yy procesaron para microscopia de campo claro, electrénica, inmunofluorescencia, RT-PCR vy
western blot. El testiculo presentd una morfologia similar a la de los mamiferos con una
espermatogénesis de tipo radial con espermatogonias que se van diferenciando a
espermatozoides hacia la luz del tibulo seminifero. En relacién a las asociaciones que presenta, se
encontraron nueve etapas del ciclo del epitelio seminifero de acuerdo al sistema acrésomico. Por
medio de microscopia electrdnica de transmisién pudo identificarse perfectamente el proceso
espermatogénico que va de una espermatogonia, pasando por espermatocito, espermatida y
finalmente los espermatozoides. Con respecto a la expresiéon de genes relacionados con la funcidn
testicular en vertebrados, se encontré que al igual que en otros mamiferos, la proteina Vasa se
encuentra en el citoplasma de las espermatogonias que estan localizadas mas cercanas a la
membrana plasmatica de los tubulos, asi como c-Kit en el nicleo de estas mismas células. La
proteina Sox9 se localizd en el nlcleo de las células de Sértoli, evidenciando que es un gen
altamente conservado en la fisiologia de los testiculos. La proteina cromosomal pH3, siendo un
marcador de proliferacidn, se detecté sélo en algunas espermatogonias, evidenciando actividad
proliferativa de este linaje celular en el testiculo. La expresion de las proteinas se observd en el
tubulo seminifero durante las cuatro estaciones del afio, evidenciando un proceso
espermatogénico activo que se corrobora al observar produccidon de espermatozoides localizados
en el lumen del tubulo. Se puede aceptar que los machos de Artibeus jamaicensis colectados en
Yautepec, Morelos estan reproductivamente activos todo el afio sin importar las condiciones
climdticas o las condiciones reproductivas de las hembras.



INTRODUCCION
1. Aparato genital masculino

El aparato genital masculino se divide en érganos sexuales internos que comprenden: los
testiculos, epididimos, conductos deferentes y las glandulas sexuales anexas que son las
vesiculas seminales, la préstata y las glandulas bulbouretrales (éstas también pueden
considerarse como genitales externos). Los genitales externos comprenden el pene y el
escroto (Geneser F.1993).

1.2 Testiculos

Los testiculos son érganos pares que varian considerablemente en tamafo y forma entre
las diferentes especies. Son considerados los 6rganos reproductivos primarios en el
macho, ya que producen los gametos masculinos (espermatozoides) y el andrégeno
testosterona (Senger 2003). La testosterona es esencial en el adulto para el
mantenimiento de la produccion de los espermatozoides y para el mantenimiento de las
caracteristicas sexuales secundarias, los conductos genitales y glandulas anexas (Ross
M. 1997). Los testiculos producen también inhibidores, estrégenos y una variedad de
proteinas importantes en la funciéon espermatica, asi como también fluidos que actuan
como un vehiculo por el cual el espermatozoide permanece suspendido y es transportado
fuera de los testiculos (Senger 2003).

Cada testiculo esta recubierto por una capsula testicular compuesta de dos capas: la
tunica vaginal visceral y la capsula de tejido conectivo conocida como tunica albuginea
(tejido conectivo fibroso), la cual envia proyecciones en el parénquima del testiculo, las
cuales se unen al mediastino en la parte posterior del testiculo. Dicha capsula presenta
ciclos ritmicos de contraccion y relajacion que sirven para facilitar el movimiento de los
espermatozoides en la rete testis y los conductos eferentes (Senger 2003).

La unidad funcional del testiculo es el tubulo seminifero, que se componen de un epitelio
seminifero rodeado por una tunica propia (Ross M. 1997). El epitelio seminifero es un
complejo epitelio estratificado compuesto por dos poblaciones basicas de células: las
células espermatogénicas (espermatogonias, espermatocitos, espermatidas vy
espermatozoides) y las de Sertoli. En el espacio intersticial entre los tubulos seminiferos
se encuentran células mioides, vasos sanguineos, tejido conectivo, vasos linfaticos,
nervios, fibroblastos, macrofagos y células de Leydig. Los tubulos estan encerrados en un
tejido peritubular que comprende la membrana basal y una capa (en ratas) o varias (en
humanos) de células mioepiteliales o miofibroblastos intercaladas con capas de fibras de
colageno y matrices de glicosaminoglicanos y proteoglicanos. La membrana basal
generalmente consiste internamente de un material filamentoso y una red externa de
fibras reticulares. Las células mioides exhiben contracciones que contribuyen al
movimiento de los espermatozoides y el fluido a través del confinamiento luminal de los
tubulos seminiferos (Skinner and Fritz, 1986; Hettle et al., 1988; Maekawa et al., 1996;
Johnson L. 2008).



Epitelio germinal

El epitelio germinal en el tubulo seminifero se compone del linaje germinal implicado en la
formacion de los gametos masculinos:

O

O

Espermatogonias: Las células precursoras se dividen para formar una célula
precursora de reemplazo y para proporcionar una poblacion de espermatogonias
comprometidas (Ross M. 1997). Se encuentran muy cerca de la lamina basal y son
el punto de partida para la espermatogénesis. Pueden distinguirse tres tipos:

v' Espermatogonias tipo A: Célula germinal primordial (CGP) se divide para
forma espermatogonia tipo A4, la cual presenta un nucleo ovoide que
contiene cromatina asociada a la membrana nuclear, este tipo celular se
encuentra adyacente a la membrana basal, y es considerada célula madre
ya que es capaz de auto renovarse o formar el siguiente tipo celular
denominado espermatogonia A,, la cual se divide se dividen para producir
las espermatogonias tipo Az y estas a su vez forman las tipo A4. Es posible
que todas las espermatogonias tipo A-sean capaces de auto-renovarse y al
dividirse no presentan diferencias morfologicas (Gilbert 2006).

v' Espermatogonias intermedias: La espermatogonia tipo A; se puede
diferenciar en el primer tipo celular comprometido, la espermatogonia
intermedia. Este tipo celular se divide mitéticamente para formar la
espermatogonia tipo B y queda determinada a ser espermatozoide (Gilbert
2006).

v' Espermatogonias tipo B: Son células diferenciadas que no retroceden al
estadio de células madre. Tienen nucleo redondo con granulos de
cromatina de tamarfo variable y un unico nucléolo de ubicacion central
(Geneser F. 1993). Son las precursoras de los espermatocitos y son las
células tardias en la linea sometida a mitosis (Gilbert 2006).

Espermatocitos primarios: Se diferencian por la division mitética de las
espermatogonias tipo B. Se desplazan hacia la luz y van aumentando de tamafio
en forma considerable. Replican su DNA poco después de su formaciéon para
posteriormente entran en la primera divisidn meidtica, estadio durante el cual la
cromatina se condensa a cromosomas visibles durando hasta 22 dias en humanos
(Geneser F. 1993; Ross M. 1997).

Espermatocitos secundarios: Ingresan de inmediato a la profase de la segunda
divisiéon meidtica sin sintesis de ADN nuevo. Son notablemente mas pequefos que
los primarios. Su nucleo es redondo y contienen granulos de cromatina gruesos
(Geneser F. 1993; Ross M. 1997).

Espermatidas: Son células haploides dispuestas en la zona luminal del epitelio
seminifero y presentan un nucleo muy claro de ubicacién excéntrica. Sufren un
proceso de maduracion que da lugar al espermatozoide maduro (Geneser F. 1993;
Ross M. 1997).
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En dicho proceso la célula se va alargando, pierde citoplasma y forma el acrosoma.

o Espermatozoides: Su cabeza es aplanada y conica, el acrosoma cubre los dos
tercios anteriores del ndcleo y contiene enzimas acrosdmicas esenciales para el
paso de la zona pelucida del ovocito. La pieza media contiene mitocondrias
enrolladas en forma helicoidal alrededor del complejo axonémico, las cuales
proporcionan la energia necesaria para los movimientos del flagelo. La pieza
principal contiene la vaina fibrosa externa a las fibras gruesas y el complejo
axonémico formado de dos microtubulos simples rodeados por 9 microtubulos
dobles 9+2. La pieza terminal representa la parte final del flagelo y solo contiene el
complejo axonémico (Rooss M. 1997).

Células de Sertoli

Las células de Sertoli juegan un papel mayor en la regulacion de la espermatogénesis y
alteran la velocidad de produccién de espermatozoides. Las funciones de las células de
Sértoli incluyen el proporcionar soporte estructural y nutricion a las células germinales en
desarrollo, la fagocitosis de células germinales en degeneracion y cuerpos residuales, la
liberacion de espermatidas para la espermiacidon y produccién de un huésped de
proteinas que regulan y/o responden a la liberacién de la hormona pituitaria y que
influencia la actividad mitética de la espermatogonia. (Amann, 1970; Dym and Raj, 1977,
Feig et al., 1980; Jutte et al., 1982, 1983; Tres et al., 1986; Buch et al., 1988; Bellve and
Zheng, 1989; Johnson, 1991; Russell and Griswold, 1993; Johnson L. 2008).

La expresidén de varios genes en las células de Sertoli es regulada por factores de
desarrollo, asi como de factores endocrinos y paracrinos especificos. Los productos de
genes importantes se han colocado en cuatro categorias principales (Griswold M.1993,
1998):

I.  Proteinas de transporte o bioprotectoras: tales como la proteina ligadora de
andrégenos (ABP) o transferrina (Griswold M.D.1998). Con ello se da la
idea de que una funcién principal de las células de Sertoli es el transporte
de nutrientes importantes y factores reguladores alrededor o a través de las
barreras de union a las células germinales secuestradas.

II.  Proteasas e inhibidores de proteasas (Fritz 1.B.1993): La célula de Sertoli
secreta diferentes proteasas e inhibidores, y una de éstas funciones esta
involucrada en la extensa remodelacion de tejido que ocurre cuando las
uniones estrechas pueden ser atravesadas o cuando un espermatozoide
es liberado del epitelio seminifero.

[ll.  Glicoproteinas de membrana: tales como el receptor de la hormona foliculo
estimulante (FSH) (Kumar T.R.1997; Heckert L. 2002) y los componentes
de los complejos de union entre las células de Sertoli adyacentes o entre
células germinales y Sertoli (Risley M. 2000; Gow A. 1999; Batias C. 2000;
Batias C. 1999)



IV.  Factores de crecimiento y factores paracrinos: el ligando c-Kit (Grimaldi P.
2003; Marziali G. 1993; Tajima Y. 1991; Rossi P. 1991; Grimaldi P. 2002) y
la sustancia inhibidora Mullériana (MIS) (Lukas-Croiser C. 2003; Tremblay
J. 2001; Watanabe K. 2000).

La célula de Sertoli es columnar en altura, se une a la membrana basal por
hemidesmosomas extendiéndose al lumen (Russel L. and 1993). Lleva acabo su
funcionamiento mediante la exencién de su citoplasma en procesos parecidos a brazos
alrededor de las células germinales en desarrollo, formando complejos de unidn
especializados que consisten en uniones tipo gap y estrechas, filamentos de actina, y
reticulo endoplasmico liso (McGinley D.1979; Russell L. 1980;1979; 1977; Russell L. and
Clermont Y. 1976 ) (Hess R., Franca L. 2005). Su nucleo es grande (250-850 um?®) y
muestra una envoltura nuclear porosa, dandole una forma irregular piramidal, triangular y
planoconvexa (Russell L. and Clermont Y. 1976), el nucléolo es grande, facilmente
reconocible y tripartito (Guttenbach M. 1996; Kushida T. 1993)

El citoplasma contiene una abundancia de mitocondrias, lo cual es indicativo de su alta
actividad metabdlica (Russell L. 1993). El reticulo endoplasmico liso es un organelo
predominante, sugiriendo que la célula tiene una funcién relacionada al metabolismo de
lipidos y esteroides (Hess R., Franca L. 2005). Al tener una funcién fagocitica y de
remocion del citoplasma de espermatidas a través del complejo tubulobulbar y por
fagocitosis, los cuerpos residuales y las células germinales en degeneracion conducen a
la formacion de lisosomas y cuerpos multivesiculares que estan localizados en el
citoplasma. El aparato de Golgi es relativamente pequefio en la célula de Sertoli, y los
multiples componentes estan tipicamente dispersos en la region supranuclear (Hess R.,
Franca L. 2005). Los elementos primarios del citoesqueleto incluyen microtubulos,
filamentos de actina y filamentos intermedios (vimentina). Estos elementos estan
envueltos en un numero de actividades asociadas con el anclaje y translocacién de las
células germinales, a través de diferentes etapas de desarrollo, crianza y preparacion
para la liberacién de espermatidas al lumen del tubulo (Guttman J. 2002; Mulholland.
D.2001; Vogl A.2000; Guttman J.2000; Miller M. 1999; Beach S. 1999; Vogl A, 1996; Vogl
A. 1995)

Un tipo de apoyo estructural caracteristico de las células de Sertoli para las células
germinales en desarrollo es la barrera hematotesticular que reside en uniones estrechas
entre las de Sertoli adyacentes. Esta barrera separa las espermatogonias y
espermatocitos primarios en preleptoteno temprano dentro del compartimento basal y
espermatocitos secundarios y espermatidas en el compartimento adluminal. Esta
disposicion estructural crea una barrera inmunologica mediante el aislamiento de las
células germinales mas avanzadas (espermatocitos y espermatidas) del sistema inmune
de modo que sus antigenos no estimulan la autoinmunidad, dicha barrera continua dentro
del conducto epididimario (Johnson L. 2008).



Todas las sustancias de naturaleza nutricional o regulatoria pasan a través del citoplasma
de las células de Sertoli que esta disponible para las células germinales colocadas dentro
del compartimento adluminal (Guraya 1995).

Células de Leydig

Células descubiertas por Franz Leydig (1850). Las células de Leydig, quienes
representan la parte endocrina del testiculo. Son grandes, poligonales, aciddfilas, y
contienen inclusiones lipidicas.Su nucleo es grande y redondo, a menudo de localizacién
excéntrica. Al igual que otras células secretoras de esteroides, poseen un elaborado
reticulo endoplasmico liso, en el que estan relacionadas las enzimas necesarias para la
sintesis de testosterona a partir del colesterol y mitocondrias con crestas
tubulovesiculares (Geneser 1993; Ross M. 1997). Las Leydig son analogas a las células
internas de la teca folicular en el ovario, contienen receptores de membrana para la
hormona luteinizante (LH) y Cuando esta se une al receptor, las células producen
progesterona, la cual es convertida en testosterona (Senger 2003). La testosterona es
necesaria para el mantenimiento del desarrollo de las células germinales y la fisiologia
normal de las células de Sertoli en el epitelio seminifero, asi como para el mantenimiento
de la adhesién de las espermatidas elongadas en el testiculo, en particular en la parte
apical (Yan C. et al. 2010).

La LH induce también la sintesis de cAMP , el cual, cataliza la sintesis de proteina cinasa
A, necesaria para el transporte de colesterol del citoplasma a la mitocondria por medio de
estructuras celulares de almacenaje (gotas lipidicas). La proteina reguladora de
esteroidogénesis (StaR) y el receptor benzodiazepinico tipo periférico (PBR) transfieren el
colesterol de la membrana externa a la membrana interna mitocondrial (Hauet T. et al.
2002). La enzima P450 reside en la matriz de la membrana interna mitocondrial donde
convierte el colesterol en pregnenolona, la cual es finalmente transferida al reticulo
endoplasmico liso (REL), donde la testosterona se sintetiza por una serie de enzimas
esteroidogénicas (The Endocrine Society, 2007).

1.2 Tabulos Rectos y Rete Testis

Cerca del mediastino testicular, los tubulos seminiferos continian con un corto segmento
terminal donde el epitelio se compone exclusivamente de células de Sertoli. En la
transicion a tubulos rectos se hace mas angosta la luz y el epitelio se hace cilindrico bajo.
Los tubulos rectos son muy cortos y desembocan en la rete testis, la cual se compone de
un laberinto de conductos anastomosados ubicados en el mediastino testicular revestidos
de epitelio cubico aplanado o plano (Geneser F. 1993).



1.3 Conductos eferentes

La rete testis esta vinculada al conducto epididimal por los conductos eferentes que
aparecen desde la parte superior y posterior del testiculo atravesando la tunica albuginea.
Estos conductos forman un cordén que esta anatdémicamente diferenciado en una zona
proximal (inicial), donde los conductos individuales corren paralelos entre si; y una zona
distal donde el curso de los conductos es mas sinuoso. Estos conductos o bien, se unen
para formar un conducto comun, o se abren directamente en el conducto del epididimo
(Geneser F. 1993; Senger 2003).

1.4 Epididimo y conductos deferentes

El epididimo es un tubo muy sinuoso, organizado en Iébulos que termina en el conducto
deferente que esta revestido por un epitelio cilindrico seudoestratificado (Senger 2003). El
transporte de espermatozoides a lo largo del epididimo es afectado por su tdnica de
musculo liso y se produce en el segmento inicial de la cabeza y en la primera parte del
cuerpo por contracciones peristalticas espontaneas de las células musculares lisas, aqui
el transporte es lento y constante, siendo el segmento medio asiento de la maduracién
final de los espermatozoides. La parte caudal del conducto, denominada segmento caudal
es el sitio de almacenamiento de los espermatozoides maduros (Geneser F. 1993; Senger
2003).

El conducto deferente corre a lo largo del borde posterior del testiculo y sigue al cordon
espermatico hasta el conducto inguinal. Luego se orienta hacia la base de la préstata y
se une con el conducto excretor de la vesicula seminal constituyendo el conducto
eyaculador que atraviesa la prostata para desembocar en la porcion prostatica de la uretra
(Geneser F. 1993).

1.5 Glandulas sexuales accesorias

Las glandulas sexuales accesorias surgen en parte del conducto de Wolff y en parte de la
uretra prostatica y el pene. Las glandulas seminales se desarrollan como diverticulos, el
area del epitelio secretor se incrementa por la formacion de pliegues vellosos. La préstata
y las glandulas bulbouretrales (0 de Cowper) surgen de la uretra proximal y distal
respectivamente, como glandulas secretoras alveolares. La préstata puede ser lobular o
diseminada dependiendo de la especie. La secrecion de las glandulas sexuales
accesorias contiene diversas sustancias como la fructosa, acido citrico, el zinc y la
fosfatasa acida que se agregan al semen en la eyaculacion.

1.6 Pene

En todos los mamiferos, el semen es depositado en el tracto reproductivo de la hembra
por un érgano copulador: el pene. Hay dos tipos basicos de penes: un pene vascular
como en la mayoria de los grupos incluyendo los primates, y un pene fibroelastico como
en artiodactilos (jirafa, hipopétamo).



1.7 Escroto

El escroto es esencialmente una evaginacion de la piel, pero esto es a menudo muy
diferente de la piel en otras partes del cuerpo. Debajo de la piel hay una capa de musculo
liso, la tunica dartos, que se contrae en respuesta al frio y mueve los testiculos hacia
arriba hacia la pared del cuerpo; mientras que en un ambiente célido se relaja para
aumentar el area de superficie del escroto hasta un 20 % (Senger 2003). Dentro del
escroto la temperatura de los testiculos es de 2-3 °C inferior a la temperatura corporal
(Ross M. 1997).

2. Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso de transformacién bioquimica, morfolégica y de
division celular de las células germinales, es decir, de células madres diploides a
espermatozoides haploides elongados; este proceso toma lugar dentro de los tubulos
seminiferos, especificamente en el epitelio seminifero y esta conectado de manera
importante por uniones intercelulares (Lin W. et al. 1997).

Durante las divisiones de espermatogonia tipo A, a espermatida, las células se mueven
mas lejos de la membrana basal del tubulo seminifero y mas cerca del lumen (Siu and
Cheng 2004; Gilbert S. 2006). Cada tipo celular puede encontrarse en una capa particular
del tubulo. Las espermatidas que se localizan en el borde del lumen pierden sus
conexiones citoplasmicas y se diferencian en espermatozoides (Figura 1).



Figura 1. Espermatogénesis. Las células madres de las espermatogonias, sus
compartimentos post-meiéticos y su localizacion en el tabulo seminifero. Se
presentan las diferentes etapas del ciclo del epitelio seminifero. (Tomada de Olive
Virainie and Cuzin Francois. 2004)

Este proceso puede subdividirse en tres fases:

1. FASE DE PROLIFERACION: Consiste de todas las divisiones mitéticas de la
espermatogonia localizadas en compartimento basal del epitelio seminifero. De
acuerdo a las diferentes divisiones se pasa de la espermatogonia Aj-Ay,
espermatogonia | (intermedia) y la B para dar lugar a los espermatocitos (Chocu S.
2012) manteniendo simultdneamente su numero por autorenovacion.

2. FASE MEIOTICA: Involucra a los espermatocitos primarios y secundarios para dar
como resultado espermatidas haploides. En esta fase, las divisiones mitéticas de
espermatogonias tipo B resulta en la formaciéon de espermatocitos primarios, los
cuales inmediatamente entran en la primera profase meidtica (preleptoteno,
leptoteno, cigoteno, paquiteno y diploteno).



3. FASE DE DIFERENCIACION O ESPERMIOGENESIS: Una espermatida
indiferenciada sufre continuas transformaciones que resultan en la produccion de
espermatozoides diferenciados, estructurados por una cabeza (material nuclear),
un flagelo que incluye una parte media (con mitocondrias en forma de hélices) y
una pieza principal. En este proceso, hay un alta condensacion nuclear, se forma
el acrosoma y la células tienen una alta motilidad, esto requiere de un flagelo y de
las hélices mitocondriales; esta diferenciacion consiste de:

Fase Golgi: caracterizada por el primer paso del desarrollo acrosomal. El
aparato de Golgi esta formado por vesiculas proacrosomales, las cuales
se fusionan generando una gran vesicula que reside cerca del nucleo
llamada vesicula acrosomal, la cual contiene un granulo cromosémico
denso; posteriormente, los centriolos migran del citoplasma a la base del
nucleo y el centriolo proximal forma el punto de unién del flagelo y el
nucleo. El centriolo distal da lugar al desarrollo del axonema, es decir, la
porcion central del flagelo (Senger 2003).

Fase cap: El acrosoma forma una capa o cubierta sobre la porcion anterior
del ndcleo. El aparato de Golgi tiene la funcién de empaquetar el
contenido acrosomal alejandose del nucleo hacia la zona caudal de la
espermatida y eventualmente desaparece (Senger 2003).

Fase acrosomal: El acrosoma continua extendiéndose hasta cubrir dos
terceras partes de la region anterior del nucleo. El nucleo comienza a
elongarse y desplazarse a la region posterior de la espermatida. Un unico
sistema de microtubulos conocido como machete se desarrolla cerca del
area posterior del nucleo. El machete se forma en la region media caudal
del nucleo y se extiende hacia abajo para el desarrollo del flagelo, donde
sus porciones migran hacia la cola y comienzan a desaparecer mientras
que algunas porciones forman la capa postnuclear (Senger 2003).

Fase de maduracién: Las mitocondrias forman un espiral alrededor de la
pieza media del flagelo. La capa postnuclear es formada de los
microtubulos machete. El anillo forma la coyuntura entre la pieza media y la
pieza principal. Finalmente se da la completa diferenciacion del
espermatozoide, el cual se cubre de una membrana plasmatica, la cual es
importante para la sobrevivencia y funcion de este. (Senger 2003).

Cuando finaliza la espermiogénesis, las histonas de los nucleos haploides son
eventualmente reemplazadas por protaminas; dicho reemplazamiento resulta en el
completo paro de transcripcién en el nucleo y facilita que este ultimo asuma una
estructura casi cristalina (Govin et al. 2004). El esperma resultante entra al lumen del
tubulo seminifero.
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3. Esteroidogénesis del testiculo

El eje Hipotalamo-Pituitaria-Testiculo (HPT) es un ejemplo clasico de un circuito de
regulaciéon endocrina. El nivel mas alto es el hipotdlamo, donde que sintetiza un
decapéptido, conocido como la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual es
el estimulo positivo para la secrecidon de gonadotropinas de la pituitaria anterior. Los
axones terminales de las neuronas GnRH positivas hacen contacto en la eminencia
media con los vasos porta hipofisiarios, los cuales transportan la hormona liberadora,
secretada en pulsos de intervalos de 1-2 horas a la pituitaria anterior. En la pituitaria,
GnRh estimula la sintesis y liberacion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona
foliculo estimulante (FSH). Los picos secretores son distintos entre estas hormonas,
debido a que la vida media circulatoria de LH es mas corta que FSH. El objetivo de la
accién de LH en el testiculo son las células de Leydig intersticiales, mientras que FSH
actua sobre las células de Sertoli en el tubulo seminifero. LH actua en las células de
Leydig para la sintesis de testosterona, hormona responsable del mantenimiento de la
espermatogeénesis y para los efectos de andrégenos extra gonadales. FSH en principio
mantiene la capacidad funcional de las células de Sertoli en apoyo de Ila
espermatogeénesis ya que las células de Sertoli son dependientes de FSH, y transforman
testosterona a estradiol. Ambas, FSH y testosterona ejercen su accion sobre las células
germinales, pero la testosterona tiene una accion especifica sobre las etapas tardias de la
maduracion de las espermatidas; mientras que FSH por su capacidad de estimular la
mitosis de las células de Sertoli durante el desarrollo testicular, pueden influir en la
capacidad espermatogénica de los testiculos adultos (Senger 2003).

La otra parte del eje HPT es la retroalimentacién negativa de los esteroides gonadales y
hormonas peptidicas a niveles hipotalamo-pituitaria, para mantener el balance funcional
de la regulacién (Evans et al, 1996). Aqui la testosterona, al menos en parte después de
la conversién a estradiol, suprime la secrecién de GnRH a nivel hipotalamico y sintesis de
gonadotropinas en la pituitaria, sin embargo, los esteroides testiculares tienen efecto
sobre FSH, la regulacion especifica de esta hormona toma lugar a nivel de la pituitaria a
través de dos proteinas caracteristicas de las células de Sertoli, activina e inhibina (Wang
C. 1999).

Antes de que el espermatozoide sea producido, se necesitan de ciertos requerimientos
endocrinos:

-Adecuada secrecion de GnRH del hipotalamo

-Secrecion de FSH y LH del I16bulo anterior de la pituitaria

-Secrecion de esteroides gonadales (testosterona y estrégeno) (Senger 2003).
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4. CICLO DEL EPITELIO SEMINIFERO

El ciclo del epitelio seminifero de animales sexualmente maduros esta compuesto de,
adicionando a las células de Sértoli, una o dos generaciones de espermatogonias vistas a
lo largo de la membrana basal, una o dos generaciones de espermatocitos, y una o dos
generaciones de espermatidas limitando el lumen del tubulo. Una “generacion” esta
definida como un grupo de células que se encuentran aproximadamente en la misma
etapa de desarrollo. Por lo tanto, representa un grupo de células producidas al mismo
tiempo y que evolucionan sincrénicamente a través del proceso espermatogénico. Las
diferentes generaciones de células germinales forman asociaciones celulares de
composicion fija. Por ejemplo, las espermatidas en una etapa dada de la espermiogénesis
siempre estan asociadas con los mismos tipos de espermatogonias y espermatocitos.
Solo un numero limitado de tales asociaciones pueden ser observadas en varias
secciones transversales del tubulo seminifero (Leblond and Y. Clermont, 1952).

El analisis de la composicidn de las diversas asociaciones celulares pronto revela que, en
un area dada de un tubulo seminifero, ellas pueden aparecer en una secuencia dada y
fija. Dado que dicha secuencia debe repetirse indefinidamente, el epitelio seminifero es un
conjunto que evoluciona en una manera ciclica y puede tomarse una serie completa de
las asociaciones celulares para constituir “un ciclo del epitelio seminifero” (Leblond and Y.
Clermont, 1952).

Las tipicas asociaciones celulares estan referidas a las etapas del ciclo. Tales etapas
representan subdivisiones artificiales a través de un proceso continuo y por lo tanto la
demarcacion entre el final de una etapa y el comienzo de la siguiente es a menudo
imprecisa. Para una especie animal dada, el numero de asociaciones celulares o etapas
del ciclo pueden variar dependiendo el criterio usado para caracterizarlas o identificarlas.
Tales criterios son arbitrarios y varian considerablemente de un investigador a otro,
existiendo dos tendencias distintas en la eleccion de los criterios para la identificacion de
las etapas. El primer método utiliza la morfologia nuclear de las espermatidas
simultdneamente con la posicién de las espermatidas mas maduras dentro del epitelio
seminifero al igual que el arreglo de todo el epitelio germinal dentro del tubulo seminifero.
El segundo método utiliza las etapas de desarrollo de las espermatidas (Leblond and Y.
Clermont, 1952).
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5. Genes involucrados en la morfogénesis testicular
VASA

Es un gen conocido en mamiferos cuya expresion es especifica del linaje germinal. La
conservacion evolutiva del gen Vasa esta especificamente expresada en el linaje germinal
en vertebrados e invertebrados (Raz, 2000). El gen vasa codifica una RNA helicasa
dependiente de ATP de la familia de proteinas con la caja DEAD (Lasko and Ashburner,
1998; Hay et al., 1990; Toyooka T. 2000). Vasa esta presente en el ovocito en desarrollo y
es parte del plasma germinal. El gen Vasa en humanos se expresa durante la
espermatogénesis normal en espermatogonias, incrementando sus niveles en
espermatocitos y espermatidas, regulandose negativamente en los espermatozoides
(Castrillon et al. 2000; Zeeman A. 2002).

En raton, la proteina de MVH (mouse vasa homolog) se ha observado restringida
exclusivamente a las CGPs durante la embriogénesis y gametogénesis en ambos sexos.
La proteina MHV parece estar exclusivamente localizada en el citoplasma de estas
células espermatogenicas y alguna tincion granular fue observada en espermatocitos en
paquiteno y espermatidas redondas (Toyooka T. 2000).

Sox9

Sox9 (Gen con region HMG relacionado con Sry) codifica para un factor de transcripcion
que contiene la caja HMG, motivo de unién a ADN (Goodfellow y Lovell-Badge, 1993), y
es uno de los principales genes autosémicos relacionados con la diferenciacion sexual
que se encuentra conservado en vertebrados (Kent et al,, 1996; Jakob S. and Lovell-
Badge R. 2011). Se expresa en las células de Sertoli y ha sido empleado como marcador
de diferenciacion testicular en diferentes especies de vertebrados (Morais da Silva et al.,
1996; Cameron y Sinclair, 1997)

Es claro que altos niveles de SOX9 son requeridos para el desarrollo testicular por lo que
puede ser considerado como un gen determinante testicular que actua rio abajo de SRY.
En el raton, los transcritos de Sox9 se detectan en la cresta urogenital de ambos sexos y
posteriormente es regulado negativamente en el ovario y se mantienen en el testiculo
hasta la vida adulta (Kent et al., 1996; Morais da Silva et al., 1996).Se ha demostrado que
la interaccion directa de SF-1 (factor esteroidogénico-1) y SOX9 se requiere para la
activacion de la transcripciéon de la hormona anti-mdlleriana (AMH) esencial en la
regresion de los conductos de Muller durante la diferenciacion testicular (de Santa
Barbara et al., 1998; Arango et al., 1999).

13



Phospho-Histone 3

EL DNA eucariotico estd asociado con histonas y otras proteinas, formando una
estructura estable pero dinamica llamada cromatina. Las histonas estan entre las
proteinas mas altamente conservadas evolutivamente y construyen octameros con
aproximadamente 147 pares de bases de DNA gendmico formando la unidad basica de la
cromatina, el nucleosoma (Wells D. and McBride C.1989; Luger K. 1997). Las histonas
contienen un dominio globular con un caracteristico plegamiento que media la interaccion
entre las histonas dentro del nucleosoma, asi como una cola N-terminal flexible. Las colas
N-terminal, asi como los dominios globulares estan sujetos a una gran variedad de
modificaciones post-traduccionales covalentes reversibles (PTMs), tales como acetilacion,
metilacién, fosforilacion y ADP-ribosilacion.

La fosforilacion de la histona 3 es menor en células en interfase y ocurre casi
exclusivamente durante la mitosis. En células de mamifero ha sido demostrada la
fosforilacion sitio especifica de H3 en la serina 10 (ser 10), iniciando en la profase, siendo
maxima durante la metafase, disminuyendo durante la anafase y se pierde durante la
telofase (Gurley et al. 1978; Paulson and Taylor 1982; Hendzel M. et al.1997; Sawicka A.
2012).

Se propone que la fosforilacion del amino terminal de la histona 3 puede estar relacionada
en la facilitacion de dos tipos de funciones durante la mitosis:

1.-Regular las interacciones de proteinas para promover la unién de factores que dirigen
la condensacion de la cromatina en células que entran en fase M.

2.- Coordinar la descondensacién de la cromatina asociada con la fase M (Hendzel M. et
al.1997)

La fosforilaciéon de H3 en células mitéticas de mamiferos ocurre masivamente en varios
residuos, incluyendo serina 10 y 28, asi como treoninas 3 y 11 exhibiendo una distribucion
espacio-temporal altamente coordinada (Bonenfant D. 2007; Garcia B. 2005; Zhou H.
2008).

C-KIT

C-kit es un proto-oncogen que codifica para un receptor tirosina cinasa (transmembranal)
miembro de los factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF) de la familia de
receptores del factor estimulante de colonias (CSF-1) (Yarden et al. 1987; Qiu et al. 1988;
Yoshinaga K. 1991). En el ratbn se ha observado que C-kit se expresa
predominantemente en células germinales del testiculo (Manova et al., 1990), siendo
esencial durante su migracion hacia las génadas en diferenciacién, asi como en su
proliferacion y supervivencia (Manova et al., 1990; Godin et al., 1991; Pesce et al., 1993;
Robinson L. 2001).
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Estudios recientes donde se ha empleando hibridacion in situ (HIS) demostraron que el
RNA mensajero de c-kit se detecta no solo en las células germinales primordiales de
gonadas fetales (Orr-Urtreger et al. 1990), sino también en ovocitos y espermatogonias de
ovarios y testiculos respectivamente (Manova et al.1990). Se sugiere que este factor
puede funcionar en la gametogénesis, no solo durante la embriogénesis temprana sino
también en el desarrollo postnatal; sin embargo la expresion no necesariamente indica su
estatus funcional. En suma, c-kit y su ligando steel (factor stem cell) se expresan en una
gran variedad de células, tejidos y érganos (Nocka et al. 1989; Manova et al. 1990; Orr-
Urtreger et al. 1990).

Estudios en roedores han demostrado que el receptor proto-oncogen, c-kit, y su ligando,
el ligando steel estan involucrados en la migracién de las células germinales del saco
vitelino hacia las génadas y su subsecuente sobrevivencia y desarrollo (Manova et al.,
1990; Godin et al., 1991; Pesce et al., 1993; Robinson L. et al. 2001). La presencia de un
receptor funcional ha sido implicado en la proliferacion de espermatogonial, sobrevivencia
y adhesién a células de Sertoli (Loveland and Schlatt, 1997).

6. REPRODUCCION EN MURCIELAGOS

Ademas de los aspectos anatdmicos vy fisioldgicos, el éxito reproductivo de los
murciélagos depende de su organizacion social, que les permite identificarse como
individuos y promueve la proximidad de hembras y machos maduros durante la época de
apareamiento. Los murciélagos pueden formar colonias mixtas o bien segregarse por
sexos. Para la integraciéon de las parejas se deben considerar varios aspectos. El
reconocimiento sexual entre murciélagos se logra a través de los caracteres sexuales
primarios, de modo que la funcion de la organizacion social es aparentemente la
expresion de los caracteres sexuales secundarios y el comportamiento sexual se favorece
mediante signos visuales, tactiles, acusticos y olfatorios. Ciertas especies de murciélagos
presentan dimorfismo sexual, por lo cual los machos pueden ser mas grandes que las
hembras o viceversa o haber variaciones en la intensidad de la coloraciéon del pelaje
(Crichton E. and Krutzsch. P. 2000).

Existen diferencias en relacion a la ubicacion de los testiculos en murciélagos. Pueden ser
permanentemente abdominales, inguinales (cuando hay un escroto presente), escrotales,
migratorios (migran del abdomen al escroto via canal inguinal) y externos (dentro de un
saculo no pigmentado cubierto de piel altamente vascularizada donde los vasos se
congestionan durante la época de reproduccion, no es un verdadero escroto). Los
testiculos llevan los espermatozoides al epididimo y los ductos deferentes para
posteriormente ser transportados a las glandulas ampulares y a continuacién al lumen de
la uretra prostatica. La cola del epididimo puede almacenar espermatozoides por periodos
de semanas a meses, principalmente en clima templado en especies hibernando; sin
embargo, algunas especies tropicales del hemisferio sur hacen lo mismo. En relacion al
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6rgano copulador (pene) existe variacién taxondémica en su postura, que puede estar
dirigida en sentido caudal o craneal. Sin embargo, la arquitectura morfolégica basica es
esencialmente la misma para todas las especies (Crichton E. Krutzsch. P. 2000). En la
familia Phyllostomidae el baculum es ausente (Brown et al., 1971).

En algunas especies de murciélagos de la Familia Phyllostomidae hay una consistencia
en la disposicion de las glandulas sexuales accesorias; glandulas ampulares, glandulas
vesiculares, prostatas y glandulas bulbouretrales estan presentes.

Los espermatozoides de los quirdpteros son clasicamente de mamiferos con distinciones
inter-familia. Un trabajo realizado por Forman y Genoways en 1979 caracterizd la
morfologia del espermatozoide usando microscopia de luz de 35 especies de filostémidos,
donde se observé que existen delicadas variaciones entre especies, principalmente en el
acrosoma y la morfologia de la cabeza.

7. CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE

Artibeus jamaicensis es un murciélago que pertenece al orden Chiroptera, suborden
Microchiroptera y familia Phyllostomidae (Baker R. et al. 1967). Artibeus jamaicensis se
caracteriza porque presenta su arco zigomatico completo, ausencia de cola y una
estrecha membrana interfemoral (Jones J. and Carter J. 1976). Pesa de 45 a 50 g y tiene
una altura total entre 78-89 mm, 20-27mm de largo de las orejas, 52-67.4 de largo de
antebrazo, 8.6-9.0 de lanceta, 26.2-31.6 de craneo, condilo basal 27.8-30mm. La maxima
longevidad de esta especie es de 9 anos en vida salvaje (Gardner A. et al. 1991).

Dentro de los quirdpteros, A. jamaicensis es de tamano mediano (longitud de la cabeza y
cuerpo de 65 a 85 mm; longitud del antebrazo de 50 a 64 mm); posee un dorso gris palido
a gris oscuro y vientre palido; con dos lineas faciales blanquecinas; rostro corto,
moderadamete ancho; hoja nasal triangular y gruesa; ojos pequefios; se distingue de A.
intermedius y A.lituratus porque el uropatagio tiene pelo muy corto y aparenta estar
desnudo, ademas de ser de tamafno mas pequefio. (Romero M. 2005). Esta especie no
esta en la lista de conservacion y muchos reportes lo consideran abundante en habitats
perturbados y sin molestias a lo largo de su distribucion.

DISTRIBUCION, HABITAT Y ALIMENTACION

Tiene una amplia distribucion, desde Sinaloa hacia el sur de México, Ecuador, Venezuela,
Trinidad y Tobago, las Antillas, Florida, Brasil hasta el norte de Argentina (Mares M. et al.
1981; Myers P. and Wetzel M. 1983; Redford and Eisenberg 1992) (Figura 2). Es
encontrado en habitats tropicales, tales como bosque tropical perenne e incluso penetra
en bosques nublados y en habitats secos tropicales, tales como el bosque seco estacional
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y habitats modificados por el ser humano (Einsenberg, 1989; Morrison, 1979). Utiliza
cuevas, arboles huecos, follaje denso, edificios, casas de campana y gallineros (Tim,

1987; Morrison and Handley, 1991; Kunz and McCracken, 1995). La especie es
principalmente frugivora mostrando una fuerte preferencia por los higos (Figura 3). Las
partes de la planta que come son: fruto entero, solo la cascara, solo la pulpa; flores, polen,
o néctar y hojas. (Grenhall, 1956; Gadner, 1977; Handley et al. 1991; Kunz and Diaz,
1995) (Figura 2).
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FISIOLOGIA

A. jamaicensis tiene una temperatura corporal de 38.7°C, es intolerante a temperaturas
inferiores a los 10°C y temperaturas superiores a 41.5°C son letales (Morrison P. and
McNab K. 1967); su capacidad termorreguladora es variable, ya que la temperatura de su
cuerpo depende del ambiente, manteniendo una diferencia entre 8.3°C y 6.6°C (Studier E.
and Wilson D. 1979).

REPRODUCCION
HEMBRAS

El sistema reproductor de las hembras, presenta un utero simple tubular con una
terminacion fundica cubierta por los oviductos. Internamente, el Utero tiene un lumen sin
cornua uterina intramural (Hood S.y Smith D. 1983). Las hembras tienen dos periodos de
estro postparto anualmente y producen una sola cria, o raramente gemelos en cada parto.
La reproducciéon ocurre al final de la temporada de lluvias y el parto ocurre en secas
(Barlow J. and Tamsitt J. 1968).

En la segunda temporada de crianza, las hembras pueden mostrar un retraso en el
desarrollo embrionario (2.5 meses) y su cria nace en la siguiente temporada (Fleming T.
1971).En México se han encontrado todo el afio en temporada de reproduccion; muchas
hembras han sido capturadas con embriones, o lactando en diferentes partes del afio
(Hall E. and Dalquest W. 1963; Jones J.et al. 1972, 1973).

La maduracion sexual es alcanzada en 8 meses por hembras y 12 meses por machos
(McManus y Nelis, 1972; Keast y Handley, 1991).

MACHOS

Con respecto a los machos, la talla de los testiculos de un adulto esta relacionada con la
espermatogénesis y los testiculos llegan a ser grandes durante el estro postparto de las
hembras (Fleming T. et al. 1972) y muestran un desgaste de los dientes caninos a
comparacion de los machos solteros (Kunz et al. 1983). La longitud de los testiculos en
adultos es de 3.5-10 mm (Forman y Genoways, 1979) y la primera copulacién ocurre
hasta los 2 dias postparto (Figura 4).
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Las caracteristicas de los filostobmidos es la ausencia de baculum (Brown et al., 1971). El
pene ha sido descrito en Macrotus californianus (Crichton E. Krutzsch et al., 1976). Este
es altamente pigmentado con escaso pelo y un tanto inflexible (como resultado de la
presencia de una tunica de coldgeno gruesa que envuelve el cuerpo del pene). La
longitud del pene es de 7.0 mm (6.5-7.5 mm, n=30), 20% del cual es ocupado por las
glandulas (Crichton E. Krutzsch P. 2000).

A B

Figura 4.Fotografia del murciélago zapotero A. jamaicensis. A. Macho. B. Hembra. Tomada de
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ANTECEDENTES

En trabajos anteriores se ha realizado la descripcion del testiculo en murciélago, asi como
de la espermatogénesis. Moreno M. et al. (2009) en su trabajo basado en la migracion y
diferenciacion de las células germinales en Sturnira lilium y Artibeus jamaicensis, habla de
la diferenciacion testicular durante el desarrollo embrionario, detectando en A. jamaicensis
siete etapas. Oliveira y colaboradores (2009) trabajaron con Artibeus lituratus manejando
dos tallas diferentes de testiculos relacionandolas con los periodos de actividad y
regresion espermatogénica en dicha especie, basadas en técnicas histolégicas; haciendo
hincapié en la caracterizacion de las etapas del ciclo del epitelio seminifero, encontrando
las ocho etapas establecidas de acuerdo a la morfologia tubular (Berndtson 1977). Duarte
y Talamoni en el 2009, investigaron la actividad testicular de los machos y la condicién
reproductiva de las hembras en relacidbn a sus caracteristicas reproductivas externas
(gestacion, lactancia, post-lactancia) en el murciélago filostdmido Artibeus lituratus,
examinando 526 individuos (197 machos y 329 hembras) en el periodo de Diciembre del
2001 a Mayo del 2003. Estos autores mencionan que la actividad reproductiva de los
machos puede estar relacionada a periodos de receptividad de las hembras. Beguelini et
al. 2009, en su trabajo titulado “Morphological characterization of the testicular cells and
seminiferous epithelium cycle in six species of neotropical bats” caracterizaron el proceso
espermatogénico en diferentes especies de la familia Phylostomidae (Artibeus lituratus,
Artibeus planirostris, Carollia perspicillata, Platyrrhinus lineatus, Sturnira lilium) y una
especie de la familia Vespertilionidae (Myotis nigricans) por diferentes técnicas
histologicas. El ciclo del epitelio seminifero de las cinco especies filostdbmidas fue similar
a otros mamiferos, mostrando etapas graduales por el método de morfologia tubular,
mientras que en Myotis nigricans se observd una asincronia en el ciclo, mostrando
sobrelapamiento de etapas y ciclos indefinidos. La similitudes observadas en las cinco
especies de la familia Phylostomidae parece estar relacionada a las relaciones
filogenéticas, mientras las diferencias en Myotis Nigricans se debe a la distancia
filogenética que existe con la familia Vespertilionidae. Begueleni Mateus et al. (2011) en
su trabajo realizado con el murciélago Platyrrhinus lineatus sobre la ultraestructura de la
espermatogenesis, caracterizaron todos los tipos celulares implicados en dicho proceso
mediante microscopia electréonica de transmisién, afirmando que el proceso
espermatogénico sigue el patron de los mamiferos con algunas particularidades, como el
proceso de formacién del acrosoma y la presencia del perforatorium.
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JUSTIFICACION

Tomando en cuenta que la mayoria de los hallazgos relacionados con la biologia del
tracto reproductor de los mamiferos, se han descrito principalmente en roedores, primates
y animales domésticos, resulta interesante considerar estos aspectos en animales de
fauna silvestre. A este respecto, muestra especial interés las caracteristicas reproductivas
de los murciélagos, en particular las especies de la familia Phyllostomidae, quienes
presentan algunas similitudes con la reproduccion humana y algunos primates, este es
un aspecto importante para considerar a dichos ejemplares como especies de laboratorio.
Hasta el momento no se ha realizado un trabajo en Artibeus jamaicensis que conlleve un
estudio continuo a lo largo del afio de la caracterizacién del testiculo por medio de
diferentes técnicas histologicas, que serd de gran utilidad para conocer la madurez
sexual y estacionalidad reproductiva de estos organismos asi como la relacién que existe
entre la actividad reproductiva de los machos con respecto a las condiciones de las
hembras, que en un futuro podran ser de gran ayuda en la conservacion de dicha especie
en un periodo de contingencia, ya que se podra establecer en qué momento se pueden
colectar estos individuos o cual es el periodo de mayor cuidado de dicha especie. Ademas
de que los estudios que se han hecho en esta especie y miembros de la familia
Phyllostomidae se han realizado en Sudamérica, sin encontrarse descripciones de esta
especie en México y mucho menos de sus caracteristicas reproductivas.

21



HIPOTESIS

A pesar de que se menciona que Artibeus jamaicensis tiene reproduccion continua; la
morfologia testicular variara de acuerdo a la estacion del afio y la localidad en la que los
organismos sean colectados.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la morfologia y el patron de expresion de genes caracteristicos del testiculo de
los mamiferos en el murciélago A. jamaicensis en las cuatro estaciones del afo.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Estudiar los aspectos macroscopicos de los machos de Artibeus jamaicensis
(Peso del organismo, longitud total, longitud del brazo, longitud del antebrazo y
diametro escrotal).

o Describir la estructura y ultraestructura del testiculo de Artibeus jamaicensis

o Establecer las diferentes etapas del ciclo del epitelio seminifero

e Determinar histolégicamente la expresién de los genes: Vasa, C-kit, Phospho-H3 y
Sox9 del testiculo de Artibeus jamaicensis a lo largo del afio.

¢ Analizar los niveles de expresién del mRNA y de la proteina Vasa, C-kit, Phospo-
H3 y Sox9 en los testiculos de Artibeus jamaicensis.
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MATERIAL Y METODOS

1. Colecta de los individuos
Los Machos adultos de la especie Artibeus jamaicensis se capturaron con redes tipo
niebla a las orillas del rio y cerca de arboles frutales, en el poblado de Yautepec, Morelos
(Permiso SGPA/DGVS/007901/13). Los individuos fueron identificados por medio de
claves taxondmicas de Medellin y colaboradores (2008) y fueron trasladados al laboratorio
en sacos de manta con fruta en condiciones de oscuridad (Figura 5).

2. Obtencion de muestras

En el laboratorio, cada organismo se sacrificé con 20 unidades de pentobarbital sodico
(Sedalphorte) administrado via intraperitoneal.

Para la evaluacién macroscoépica, a los machos se les tomo el peso por medio de una
balanza analitica (SETRA). La longitud total, longitud del antebrazo, longitud del brazo,
didmetro escrotal y la longitud del testiculo se determinaron por medio de un vernier.
Posteriormente, se llevé a cabo una cirugia en la cual se hizo una pequefa incision en la
parte posterior dorsal para obtener ambos testiculos de cada individuo. Estos se
colocaron en un amortiguador salino de fosfatos (PBS, Phosphate-buffered saline, pH 7.1,
Gibco) donde se retir6 la tunica albuginea para una mejor penetracion del fijador.

Los procedimientos de realizaron de acuerdo con la Guia de Uso de Animales del Comité
de Etica del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM (Figura 5).

Figura 5. A. Lugar de colecta de los individuos en el poblado de Yautepec, Morelos. B.

Individuo de la especies Artibeus jamaicensis retirado de la red. C. Vista dorsal del individuo
anestesiado. D. Acercamiento de la zona de incision (flecha).
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3. Microscopia de campo claro y electrénica

Para el andlisis morfolégico del testiculo se empleé la técnica convencional de
microscopia de luz de alta resolucién. Los testiculos se fijaron en una soluciéon de
Karnovsky (Paraformaldehido 1%-Glutaraldehido 2.5% en amortiguador de fosfatos 0.1
M, pH 7.4) (Karnovsky, 1965) durante 12 horas a 4°C; se lavaron con amortiguador de
cacodilatos (pH 7.3, 0.1M) y se posfijaron con tetréxido de osmio (OsO,) al 1% en
amortiguador de Zetterqvist por 1 hora. El tejido se deshidraté en una serie de alcoholes
graduales de manera creciente (70 al 100%). Posteriormente se colocaron en acetonitrilo
por 40 minutos seguido de una mezcla de acetonitrilo-epdén (1:1) por una hora,
acetonitrilo-epon (1:2) por una hora y finalmente se dejaron en epdén puro toda la noche en
rotacion. Los testiculos se incluyeron en la resina de epén 812 y se polimerizaron a 60°C
durante toda la noche. Se realizaron cortes semifinos en un ultramicrotomo (LKB, USA),
los cuales se tifieron con azul de toluidina al 5% y se montaron en un medio (Cytosil).
Dichos cortes de 1 um se observaron por medio de microscopia de luz y confocal para la
determinacion de las etapas del ciclo del epitelio seminifero de acuerdo a el sistema
acrosomico (Leblond and Y. Clermont, 1952 / Berndston, W. 1977). También se realizaron
cortes finos (70-90 nm) que se contrastaron con acetato de uranilo al 25% vy citrato de
plomo al 0.3% para su observacion al microscopio electronico de transmision (JEOL-JEM-
1010).

4. Inmunofluorescencia

Para la deteccion de las proteinas Vasa, Sox9, H3 y C-kit se empled la técnica de
inmunofluorescencia. Para ello, los testiculos disectados fueron fijados en
paraformaldehido al 4% 20 minutos, se colocaron en sacarosa al 30% toda la noche y se
incluyeron en un medio de montaje (Tissue Teck) y congelaron a -70°C. Se realizaron
cortes de 20 micras en frio por medio de un criostato (Leica). Una vez obtenidas las
secciones, se colocaron en una cadmara humeda y se trataron con Tritéon al 1% en PBS
durante 10 minutos y se incubaron con albumina al 1% en PBS durante 2 horas. Las
secciones se incubaron con el anticuerpo contra las proteinas Vasa, Sox9, H3 y C-kit
(tabla 1) durante toda la noche a 4°C. Después de cuatro lavados con PBS de 5 min, se
bloquearon con albumina por 15 min, para posteriormente ser incubadas con el
anticuerpo secundario correspondiente acoplado a un fluorocromo (Tabla 2) por 1 hora a
temperatura ambiente, se lavaron nuevamente con PBS (4 lavados) y se montaron en una
solucion acuosa Dako.

También se realizaron inmunofluorescencias dobles siguiendo la misma técnica arriba
descrita, pero anadiendo una fijacién con paraformaldehido al 4% después de concluida la
deteccion del primer anticuerpo. Después de lavar con PBS, se realiza la misma técnica
con el siguiente anticuerpo. Se realizaron controles negativos, en los que se llevé acabo la
misma técnica de inmunofluorescencia pero sin el anticuerpo primario.
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Tabla 1. Relacidn de los anticuerpos primarios utilizados en el trabajo

“Anticuerpo primario Especie Marca/Catalogo  Dilucién
Alfa Sox9 Conejo Donacion Dr. Merchant  1:100
Vasa DDX4 conejo Abcam (ab 13840-100) 1:250
Anti phospho-Histone conejo Upstate (06-570) 1:200
H3
C-kit Conejo Santa Cruz (sc-168) 1:200

Tabla 2. Relacién de los anticuerpos secundarios utilizados en el trabajo

Anticuerpo Origen Marca/Catalogo Dilucién

secundario

Anti-conejo IgG

conejo Zymed (81-67)
Rodamina conjugado 1:100
Anti-conejo CY5 conejo Invitrogen 1:100
(A10523)
Anticonejo CY3 conejo  Invitrogen(A10520) 1:100
Anti-conejo conejo Zymed (81-6111)
Fluoresceinado (FITC) 1:100

Posteriormente las inmunofluorescencias se observaron al microscopio confocal (LSM 5
Pascal, Carl Zeiss) equipado con un laser de Argén-Kriptdn Y Helio-Nedn y se tomaron

fotografias en un formato de archivo LSM para su analisis.
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5. Biologia molecular

a) Western blot
Para corroborar la presencia de las proteinas analizadas (Vasa, Sox9, H3 y Ckit) se
empléo la técnica de western blot. Los testiculos congelados a -70 °C se trataron de la
siguiente manera:

1.

Extraccion de proteinas: La muestra se descongel6 y agregé buffer de lisis (dos
veces el volumen de acuerdo a su peso). Se homogeneizé el tejido muy despacio
evitando la presencia de burbujas. Se coloco a 4°C en agitacion por una hora.

Cuantificacion de proteinas: Se cuantifico la muestra de proteinas en un
espectrofotometro (eppendorf) colocando un blanco (1 p/ de buffer de lisis en 99 ul
de agua destilada) y la muestra en una dilucién 1:100 (1 ul de muestra en 99 ul de
agua destilada). Se midié la absorbancia y calculé la concentraciéon por medio de
una curva de BSA (bovine serum albumin).

Corrimiento de gel: Se prepararon geles de poliacrilamida, primero un gel inferior
de diferentes concentraciones de acuerdo al peso de la proteina (10 % y 12%) y
un gel superior donde se colocan los peines formadores de pozos. A la muestra se
le agrega Sample Buffer 2X (Rosenstain) en proporcién 1:1. Se coloca en el primer
carril 5 yl de marcador de proteinas y en los siguientes carriles cada una de las
muestras, se corre en buffer de corrida a 20 miliampers por una hora, en frio.

. Transferencia: El gel de proteinas se colocd frente a una membrana de

transferencia (nitrocelulosa), entre ellos se coloca papel wattman y esponjas

cuidando que no queden burbujas en dichos espacios. Se colocan en la ¢ camara
de transferencia y corren a 400 mA por una hora en buffer de transferencia.

Posteriormente se tifie la membrana con rojo de Ponceau para revisar si las
proteinas se transfirieron correctamente y se corta la membrana correspondiendo
a cada carril. Después se lavoé con agua destilada y finalmente cada carril se
colocd por separado en TBS 1X.

. Bloqueo: Para el bloqueo de uniones inespespecificas se utilizd leche en polvo al

5% en TBST 1X. Se colocé 1mL a cada membrana y se deja agitando por una
hora.

6. Incubacion de los anticuerpos: Se colocan los anticuerpos primarios con sus
respectivas diluciones (Sox9 1:500, Vasa, C.kit y pH31:1000) en leche al 5%
TBST y se incubd toda la noche a 4°C. Posteriormente se deja incubar a
temperatura ambiente en movimiento por una hora y se realizan tres lavados de 5min
con TBST 1X. Se coloco el anticuerpo secundario IgG hecho en la especie en cuestion
en una dilucién 1:3000 en leche al 5%, por una hora en movimiento.
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Finalmente se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBST 1X.
7. Revelado: A las membranas se les coloca el sustrato para el anticuerpo
secundario por un minuto. Posteriormente las membranas se colocan entre los
plasticos y se ponen en contacto con el film, se realizaron varios tiempos de
exposicion. El film se pasa al revelador por 30s, se enjuaga con agua, pasa al fijjador
30s, se lava y se escurre para ser analizado.
Transcripcion inversa-Reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Con la finalidad de estudiar la expresién de los genes Sox9, Vasa y C-kit se llevé a cabo
la técnica de RT-PCR de dos pasos. Debido a que las secuencias de dichos genes en
Artibeus jamaicensis no se encuentran disponibles en la base de datos del Gen Bank, no
fue posible disenar oligonucleétidos para esta especie, por lo que se seleccionaron los
oligonucledtidos reportados en ratén (Mus musculus).Como control positivo se realizé la
amplificacion del fragmento del gen B-actina.

e Extraccion de RNA total
Se obtuvieron los testiculos de ejemplares adultos de Artibeus jamaicensis y de ratones
adultos de la cepa CD1, los cuales se congelaron inmediatamente en hielo seco y se
almacenaron en un ultracongelador a -70°C. Para la extraccion de RNA total se emple6 el
método de Trizol/Cloroformo (Life Technologies Invitrogen, Carlsbad, CA).

La extraccion consistid en cinco fases:

1. Homogeneizacion: el tejido se homogeneizé al agregarle 500 yl de Trizol hasta
que se desintegro en su totalidad, se completa un volumen de 1mL y se incubd por
5 minutos a temperatura ambiente.

2. Separaciéon: Se adicionaron 200 ul de cloroformo (J.T.Baker), se mezclé por
inversion e incubd 3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd 15 minutos a
14000 rpm a 4°C.

3. Precipitacion: La fase transparente se transfirié a un tubo nuevo y se agreg6é 1 ul
de glicégeno y 500 pl de isopropanol agitandose hasta que se incorporaran
ambas fases. Se incubd 10 minutos a temperatura ambiente.

4. Lavado de RNAt: Para obtener la pastilla de RNAt y remover el sobrenadamente,
las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Posteriormente
la pastilla se lavo con 200 ul de etanol al 75% en agua DEPC (libre de RNAsas) y
se centrifugd nuevamente 5 minutos a 10,000 rpm. El botdn se secé a temperatura
ambiente por 10 minutos.

5. Resuspension del RNAt: El boton se resuspendié en 50 uyl de agua DEPC
(Dietilpirocarbonato) y se guardé a -70 °C.

Posteriormente se cuantificé el RNAt extraido del tejido. Se realizé una diluciéon 1:100
(1 pl de RNAt en 99 ul de agua DEPC). Se realizaron lecturas de absorbancia a 260 y a
280 nandémetros (nm) para obtener la concentracion y pureza.
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Para determinar la calidad del RNAt de las muestras analizadas se realizé una prueba de
integridad, para lo cual se corrié 1 ul de RNAt con 4 ul de buffer de carga en un gel de
agarosa (Gibco) al 1%.

e Sintesis de cDNA
Después de la cuantificacion del RNA total se trato con DNAsa 1 (Invitrogen) para la
sintesis de cDNA la cual se llevo a cabo de la siguiente manera:

1. Al RNA tratado con DNAsa se le agregd oligo dT, deoxiribonucleétidos
trifosfatados (DNTPs), agua DEPC y se incubaron a 65°C por cinco minutos.

2. Posteriormente se agregé un buffer para la enzima transcriptasa reversa (RT 5X),
un estabilizador de la enzima (Dithiothreitol DTT), RNAsa out (Invitrogen) y se
incubo con la enzima transcriptasa reversa a 37°C por una hora.

3. Se inactivo la enzima incubando a 70°C durante 15 minutos

e PCR
Teniendo el cDNA se llevo acabo la técnica de PCR para la amplificacion de las
secuencias de los genes en cuestidon. Al cDNA se le agregé un buffer de magnesio (10X
PCR buffer Mg), cloruro de magnesio como un cofactor, dNTPs, oligonucledtidos
especificos (sentido y antisentido), enzima Taq polimerasa y el volumen se completé con
agua libre de RNAsas (DEPC). La amplificacién se realizé en un termociclador Eppendorf.

Finalmente a cada tubo con los productos del PCR se les agregaron 4 ul de buffer de
carga y se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% TAE 1X, 10 pl de la muestraa 110 V.

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados para la amplificacion de los
genes Sox9, Vasa, C-kit y  —actina.

Gen Oligonucledétidos Fragmento
de PCR
Sox9 1: 5’ AAGAAAGACCACCCCGATTACA 3° 126 pb
2: 5°CAGGGCCTTGAAGATAGCATT 3
Vasa 1: 5’GCTCAAACAGGGTCTGGGAAG 3’ 145 pb
2: 5’GGTTGATCAGTTCTCGAG 3’
C-kit 1: 5’CACGCGCCTGCCGAAATG 3’ 212 pb
2: 5°CTGCTGCCCACCGAGTTGACC 3’
B -actina 1: 5 GGGTCAGAAGAATTCCTATG 3’ 238 pb
2: 5’GGTCTCAAACATGATCTGGG 3’
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RESULTADOS

I. Caracteristicas macroscoépicas

En cuanto al nimero de individuos colectados en cada estacion, hubo variaciones debido
a las dificultades de colecta, se colectaron mas individuos en la estacion de otofio y el
menor numero en primavera.

Con respecto a las medidas macroscoépicas que fueron tomadas a todos los individuos
colectados se observé un promedio de longitud total de 8.58 cm, longitud de brazo de
3.69 cm, longitud antebrazo de 5.33, peso de 43.71 g y un diametro escrotal de 1.57 cm.

A continuacién se presentan los datos morfolégicos de los individuos de Artibeus

Jamaicensis:
Individuo | Colecta | Sacrificio | Longitud | Peso | Longitud | Longitud | Diametro
total del brazo | antebrazo | escrotal
1 24-09-11 | 29-09-11 8.57 36.41 2.72 5.55 1.42
2 24-09-11 6-10-11 8.53 44.35 2.81 5.73 1.35
3 24-09-11 | 20-10-11 8.72 41.02 2.51 5.63 1.3
4 24-10-11 | 10-11-11 9.13 41.64 2.73 5.65 1.53
5 28-01-12 | 08-02-12 8.54 40.50 3.72 5.23 1.53
6 11-07-12 | 23-07-12 8.45 41.65 4.2 5.3 2.4
7 11-07-12 | 26-07-12 8.25 38.20 2.92 5.43 1.84
8 11-07-12 | 26-07-12 7.86 38.83 2.85 5.28 1.52
9 6-12-12 | 10-12-12 8.73 35.59 3.3 5.1 1.2
10 6-12-12 | 13-12-12 9.4 59.31 6.1 3.8 1.8
11 6-12-12 | 13-12-12 8.7 57.74 6.2 3.8 1.3
12 08-02-13 | 11-02-13 9.0 56.22 4.6 6.9 1.5
13 23-05-13 | 29-05-13 7.7 36.8 3.3 5.9 1.8

O Otofo
O Invierno

O Verano
O Primavera

29




Il. Estructura del testiculo

El testiculo de Artibeus jamaicensis presentd un epididimo que lo rodea en gran parte de
su extensién conformado por una cabeza, cuerpo y cola. En cuanto a su estructura
presenta una tunica albuginea que lo cubre en su totalidad, se puede observar
externamente gran cantidad de vasos sanguineos que envuelven dicho testiculo. En
promedio mide 0.90 cm de largo y 0.62 cm de ancho.

Figura 6. Testiculo de Artibeus jamaciensis. Se puede observar el

epididimo (flecha) cubriendo la parte lateral del testiculo, en el cual se
lleva a cabo la maduracién de los espermatozoides.

lll. Microscopia de campo claro

El testiculo esta compuesto de gran cantidad de tubulos seminiferos arreglados en I6bulos
que desembocan en la rete testis que lleva consigo los espermatozoides que seran
transportados al epididimo. La unidad funcional del testiculo es el tubulo seminifero el cual
presentd un epitelio germinal implicado en el proceso de espermatogénesis, también de
observaron células de Sertoli importantes en dicho proceso. En el compartimento
intersticial se observaron vasos sanguineos y células de Leydig (Figura 7).

El tubulo seminifero es muy parecido al del resto de los mamiferos. Tiene una lamina
basal que estd rodeada por células mioides. Dentro del tubulo se observan las
espermatogonias, las cuales son las células precursoras de espermatozoides, hacia el
lumen se observan espermatocitos primarios en division (profase), espermatidas iniciando
el proceso de espermiogénesis y espermatidas en ultimas etapas ya que se observan
nucleos elongados, rodeados por el citoplasma de células de Sertoli y finalmente en la luz
pueden observarse una gran cantidad de flagelos de espermatozoides que seran
transportados a la rete testis. Por lo tanto se puede sugerir que A. jamaicensis presenta
un tipo de espermatogénesis radial como en todos los mamiferos (Figura 8).
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Para el analisis histologico del testiculo en las cuatro estaciones del afio, se realizaron
secciones transversales de 1 micra tefidas con azul de toluidina:

Otono: Se observan gran cantidad de tubulos seminiferos sin luz que tienen una
apariencia diferente, ya que se presentan las células germinales mezcladas en toda el
area tubular. Los tipos celulares reconocibles son Sertoli, espermatogonias,
espermatocitos, espermatidas redondas y elongadas con ausencia de espermatozoides.
Se observan tubulos seminiferos con luz en menor cantidad, presentando el arreglo
original del tubulo seminifero con espermatogonias en la base y espermatozoides en el
lumen. Se puede inferir que hay una menor produccion de espermatozoides. En el
compartimento intersticial se observan vasos sanguineos y células de Leydig (Figura 9).

Invierno, primavera y verano: Se observan gran cantidad de tubulos seminiferos con luz
y gran produccién de espermatozoides. En todos los tubulos presentes se observa el
epitelio germinal completo con espermatogonias, espermatocitos primarios en profase,
espermatidas redondas en primeras etapas de espermiogénesis y elongadas en ultimas
etapas. También se pueden observar perfectamente las proyecciones citoplasmicas de
las células de Sertoli envolviendo las espermatidas elongadas (Figura 10).

31



Figura 7. Testiculo de Artibeus jamaicensis. Corte semifino tefnido con azul
de toluidina. Se observan varios tubulos seminiferos (T), con gran cantidad
de espermatozoides en la luz (flechas negras), vasos sanguineos (vs) en el
compartimento intersticial y células de Leydig. (L). 20X.

Figura 8. Tubulo seminifero de Artibeus jamaicensis. Corte semifino tenido
con azul de toluidina. Se observan espermatogonias en la base del tubulo
(flecha negra), espermatocitos primarios en profase (flecha verde),
espermatidas en primeras (flecha amarilla) y ultimas etapas de la
espermiogénesis (flecha rosa) espermatozoides en la luz (flecha café).
También se observaron nucleos de células de Sertoli cerca de la lamina
basal y parte de su citoplasma envolviendo a las espermatidas en ultimas
etapas de espermiogénesis. Lumen (L). LAmina basal (LB) 40X.

Figura 9. Testiculo de Artibeus jamaicensis en la estacion de otofo. Se
observan tubulos seminiferos (T) sin lumen, con un epitelio germinal
compuesto de espermatogonias (E), espermatocitos primarios (Es) y
espermatidas redondas (Er). También se aprecian tubulos seminiferos con
lumen ocupado por espermatozoides y un epitelio germinal completo de
espermatogonias a espermatozoides (S). A. 20x B. 40 X. C. 100 X.
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Figura 10. Testiculo de Artibeus jamaicensis en la estacion de invierno (A,B). Primavera (C,D). Verano (E,F). Se
observan tubulos seminiferos con un epitelio germinal compuesto por espermatogonias (E), Espermatocitos en
paquiteno (Es), Espermatocitos en division mitdtica (M), espermatidas redondas (Er), espermatidas elongadas

(Ee) y espermatozoides en la luz. También se puede apreciar el citoplasma de las células de Sertoli abrazando al

epitelio germinal, pero de manera mds evidente las cabezas de los espermatozoides en el compartimento
adluminal (flecha roja) al igual que nucleos de células de Sertoli (Se), vasos sanguineos (Vs).




4. Ultraestructura del testiculo

Utilizando microscopia electréonica de transmisién se analizé la ultraestructura del
testiculo de Artibeus jamaicensis y se identificaron los principales tipos celulares que
conforman al tubulo seminifero.

Espermatogonias Ad (dark type): presentan una forma eliptica y se observan adheridas
firmemente a la lamina basal formando proyecciones y depresiones. Se encuentran
rodeadas por células de Sertoli en el compartimento basal del epitelio germinal. Presentan
un nucleo ovalado que contiene cromatina electrodensa, un nucléolo irregular vy
citoplasma con pocos organelos (Figura 11).

Espermatogonia tipo Ap ( pale type): Presentan una forma mas elongada y también se
encuentran adheridas a la lamina basal. Tiene un nucleo ovalado con cromatina
distribuida homogéneamente y un nucléolo grande. Su citoplasma se observa extenso con
mas organelos incluidos (Figura 12).

Espermatogonias tipo B: La adhesion a la lamina basal es menos evidente con respecto a
los otros tipos de espermatogonias. Se localizan cerca del nucleo de las células de Sertoli
y en la parte superior entran en contacto con las células del compartimento adluminal.
Tiene un nucleo redondo que contiene cromatina homogénea con un nucléolo
centralmente localizado (Figura 13).

Espermatocito primario: Se producen por la division de las espermatogonias tipo B y
entran en meiosis, se identificaron por la presencia de los complejos sinaptonémicos que
juegan un papel importante en el apareamiento de los cromosomas en la profase |
(cigoteno). Se encuentran en el compartimento adluminal y ya no estan adheridos a la
lamina basal (Figura 14).

Espermatidas: Son el resultado de la division meiética de los espermatocitos, por
lo que su tamafio es menor, son haploides (n) y entran en un proceso morfolégico
denominado espermiogénesis donde se lleva a cabo la formacién del acrosoma, el
alargamiento de la célula y formacion del flagelo. En el testiculo de A. jamaicensis
se identificaron espermatidas en diferentes etapas del proceso de
espermiogénesis (Figura 15, 16, 17).

Espermatozoides: Se producen por el proceso de espermiogénesis, siendo los
encargados de fertilizar al évulo. Estan externamente cubiertos por una la membrana
plasmatica. La cabeza del espermatozoide es de forma redondeada y pequefia, presenta
un acrosoma, el cual se encuentra extendido ocupando dos terceras partes del nucleo.
Posee una pieza media compuesta por mitocondrias organizadas en espiral para dar
energia al flagelo en su desplazamiento. El flagelo presenta un arreglo de 9+2 (Figura 18,
19).
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Figura 11. Micrografia electronica del testiculo de Artibeus jamaicensis. Se observan
espermatogonias tipo Ad con nucleo (N) ovalado, nucléolo irregular (Nu) y las proyecciones
hacia la ldmina basal (flecha roja). Barra 1 um.
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Figura 12. Micrografias electrdnicas del testiculo de Artibeus jamaicensis. Espermatogonia
tipo Ap con un nucléolo grande (Un), con un citoplasma amplio con presencia de
mitocondrias en forma de dona (M2). Proyecciones hacia la [dmina basal (flecha roja). Barra
1pm.

38



M1

M2

\

Figura 13. Micrografia electrénica del testiculo de Artibeus jamaicensis.
Espermatogonia tipo B con nucleo redondo (N), un nucléolo (Un). Se encuentra
separada de la lamina basal, tiene un amplio citoplasma con mitocondrias (M1) y
en forma de dona (M2), asi como aparato de Golgi. Barra 500 nm.
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Figura  14. Micrografia electrénica del testiculo de  Artibeus jamaicensis.
Espermatocito primario identificado por los complejos sinaptonémicos (flechas
negras) presentes en la etapa de cigoteno. Barra 2 um
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Figura 15. Micrografia electrdénica del testiculo de Artibeus jamaicensis. Espermatidas
redondas con un nucleo esférico y acrosoma rodeando la parte superior del nucleo
localizadas en el compartimento adluminal. Presentan gran cantidad de citoplasma.
Barra 1 pm.
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Figura 16. Micrografia electrdnica del testiculo de Artibeus jamaicensis. A. Espermatidas
redondas. Ubicadas cerca de los espermatocitos (E) de los que pueden diferenciarse por
el tamafo. En esta etapa de la espermiogénesis el citoplasma auln se encuentra
rodeando la superficie nuclear y se observa bien delimitado con presencia de
mitocondrias en forma de dona (M2). Barra 1 um.
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Figura 17. Micrografia electrdnica del testiculo de Artibeus jamaicensis. A. Espermatidas
redondas. Se puede apreciar el inicio de la formacion del flagelo (flecha negra) a partir
del centriolo distal (CD) estando el centriolo proximal (CP) ubicado en la unién de la
cabeza con el flagelo del espermatozoide. El citoplasma se esta desplazando hacia la
parte posterior. Barra 1 um.
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Figura 18. Micrografia electrdnica del testiculo de Artibeus jamaicensis. Espermatozoides
que seran liberados a la luz del tubulo seminifero con sus cabezas orientadas hacia la
[dmina basal. Presentan un nudcleo alargado un acrosoma que se extiende terminando en
una punta redonda. El acrosoma presenta una membrana acrosomal interna (l) y
externa (E). Barra 500 nm.
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Figura 19. Micrografia electrénica del testiculo de Artibeus jamaicensis. Presentan un
nucleo alargado y un acrosoma que presenta una membrana acrosomal interna (I) y
externa (E). Se observa la pieza media compuesta por mitocondrias organizadas en espiral
(M) y un flagelo (F) observado de forma horizontal presentando el axonema. Se aprecia la
gota citoplasmatica (G) en la parte anterior del flagelo. Barra 1 um.
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En relacién al linaje somatico, en el testiculo de Artibeus jamaicensis se pudieron
identificar a las células de Sertoli, las cuales se observaron con un nucleo irregular con
cromatina homogénea y localizadas cerca de la lamina basal del tubulo seminifero. El
citoplasma de Sertoli se prolonga envolviendo al epitelio germinal. Es importante
identificarlas debido a la funcionalidad en el testiculo ya que las células de Sertoli y las
células germinales en desarrollo ofrecen uno de los ejemplos mas complejos de las
interacciones célula-célula, porque hay una gran diversidad en contactos morfoldgicos o
interrelaciones entre las células somaticas y germinales como resultado de patrones
variables de la espermatogénesis (Figura 20).

Otro tipo celular importante en la funcion testicular son las células de Leydig. Este linaje
celular se localiza en el compartimento intersticial, cumpliendo una funcion indispensable
en la sintesis de testosterona esencial para el buen funcionamiento del testiculo y de los
organos reproductores secundarios. Al ser una célula secretora presenta granulos de
gotas lipidicas y abundantes peroxisomas (Figura 21).

También se encuentras las células mioides rodeando al tubulo seminifero; estas células
somaticas marcan al limite externo de los tubulos seminiferos. Las células mioides
peritubulares (miofibroblastos) rodean el borde exterior del epitelio seminifero y tocan la
lamina basal de células de Sertoli y espermatogonias. Exhiben contracciones que
contribuyen al movimiento de los espermatozoides y el fluido a través del confinamiento
luminal de los tubulos seminiferos, ademas estan envueltas en sefiales paracrinas (Figura
22).
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Figura 20. Micrografia electrénica del testiculo de Artibeus jamaicensis. Célula de Sertoli

con nucleo irregular y presencia de mitocondrias en el citoplasma, junto a ella se observan
espermatogonias envueltas en su citoonlasma. Barra 1 um.
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Figura 21. Micrografia electronica del testiculo Artibeus jamaicensis. Célula de Leydig
identificada por la gran cantidad de gotas lipidicas en su citoplasma (L). Barra 2 um.
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Figura 22. Micrografia electrénica del testiculo de Artibeus jamaicensis. Célula
mioide (flecha) cerca de la base del tubulo seminifero con nucleo alargado al igual
que el citoplasma. Barra 1 um.
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I. Ciclo del epitelio seminifero

Se identificaron nueve etapas del ciclo del epitelio seminifero de acuerdo al
sistema acrosémico descrito por Clermont Y. (1972). En dicho método se toma en
cuenta el proceso de espermiogénesis. No se establecieron las etapas de
espermiogeénesis detalladamente, pero se identificaron las etapas del ciclo de
acuerdo a la formacion del acrosoma. En las figuras 16 y 17 se ilustran las
diferentes etapas del ciclo del epitelio seminifero identificadas en A. jamaicensis.

ETAPA I: Inicia con la aparicion de un nuevo grupo de espermatidas derivada de
la segunda divisién de los espermatocitos secundarios. Cerca de la membrana
basal se pueden observar las espermatogonias de tipo A y nucleos de Sertoli.
También se observan espermatidas elongadas en la fase de maduracion
localizadas en la superficie adluminal.

ETAPA 1I: Comienza con la aparicién de los granulos proacrosémicos de las
espermatidas jévenes que se fusionan en uno solo formando la vesicula
acrosomal, finalizando la fase Golgi. Se observan espermatogonias tipo A,
espermatocitos secundarios en paquiteno en mayor cantidad y espermatidas
elongadas.

ETAPA lll: El acrosoma se sigue extendiendo lateralmente en las espermatidas
jévenes. Se observan espermatocitos secundarios en paquiteno y cerca del
lumen se observan espermatozoides que aun siguen anclados en el citoplasma de
las células de Sertoli que pronto seran liberados.

ETAPA IV: Continua la extension del acrosoma en las espermatidas redondas,
donde se observa un nucléolo muy evidente. Cerca de ellas se encuentran
espermatidas elongadas con nucleos elongados vy flagelos largos embebidos en
el epitelio germinal del tubulo seminifero. En la luz del tubulo seminifero hay
presencia de espermatozoides.

ETAPA V: El acrosoma cubre la mitad de la superficie nuclear de las espermatidas
redondas. Ya no aparecen espermatidas elongadas, puesto que ya han madurado
en un espermatozoide y han sido liberados al lumen del tubulo. Por lo tanto, el
espesor del epitelio se reduce y consecuentemente, el lumen del tubulo es mas
grande que en otras etapas.
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ETAPA VI: El acrosoma ya cubre las dos terceras partes del nucleo. El nucleo
comienza a elongarse y desplazarse hacia a la region posterior de la espermatida.
Se puede observar gran cantidad del citoplasma que cubre a dichas espermatidas
que se encuentran en la zona adluminal. También se observan espermatocitos en
paquiteno y diploteno.

ETAPA VII: Continua la elongacién del nucleo de las espermatidas, las cuales
tienen el acrosoma orientado hacia dentro del tubulo seminifero. La mayor parte
del epitelio germinal estd compuesto de espermatocitos en division cerca de la
lamina basal.

ETAPA VIII: Continua la elongacion de las espermatidas, el citoplasma de dichas
espermatidas esta desplazado hacia la parte posterior, el cual se encuentra en el
lumen del tubulo. Se observan espermatocitos primarios en profase | (paquiteno,
cigoteno y diploteno). Esta etapa se caracteriza por la presencia de figuras
meioticas resultantes de las divisiones de espermatocitos primarios o secundarios.

ETAPA IX: En esta ultima etapa se observa una mayor elongacion de las
espermatidas en espermiogénesis con el citoplasma en la parte posterior de cada
una de ellas y con sus flagelos en la luz del tdbulo seminifero. También se
encuentran espermatocitos en division mitética y meidtica.
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Figura 23. Etapas | a VI del ciclo del epitelio seminifero de Artibeus jamaicensis. Se distinguen

espermatogonias tipo A (A), tipo B (B), espermatocitos primarios en paquiteno (P) y diploteno (D),
espermatidas redondas (Er), espermatidas elongadas (Ee) y espermatozoides (S).




Figura 24. Etapas VII-IX del ciclo epitelio seminifero. Se presentan espermatogonias tipo A (A), espermatocitos

primarios en paquiteno (P), cigoteno (z), diploteno (D), espermatocitos en mitosis (Mi), espermatidas redondas
(Er) y espermatidas elongadas (Ee) y espermatozoides (S).
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IV.- Deteccion de proteinas

Vasa

Se detectd en el citoplasma de espermatogonias en la base del tibulo seminifero. Dicha proteina
estuvo presente en tubulos seminiferos de individuos colectados en las cuatro estaciones
del afio.

Sox9

Se detectd en nucleos de células de Sertoli, cerca de la base del tubulo seminifero
reflejando la funcionalidad del tipo celular en el proceso espermatogénico. Su expresion
persistio a lo largo del afio en los testiculos de Artibeus jamaicensis.

C-kit

Se observo la presencia de este receptor c-kit en el nucleo de las espermatogonias, el
cual es un marcador de células totipotenciales. Se pudo identificar perfectamente a dichas
células. El marcaje se encontré en las cuatro estaciones.

PH3

La proteina histona 3 fosforilada fue utilizado como un marcador de proliferacién, por
ende, se observd su marca en espermatogonias al ser el tipo celular que entra en un
proceso mitdtico para mantener una poblacion permanente del epitelio germinal que
entraran a un proceso espermatogenico a lo largo del afio, su marcaje persistié en las
cuatro estaciones del afio, aunque hubo diferencias en cuanto a las células marcadas en
el campo analizado.

Las inmunofluorescencias dobles de pH3-Ckit y pH3-Vasa fueron utiles para identificar
perfectamente las espermatogonias que se encuentran proliferando dentro del tubulo
seminifero, reconociendo que no todas ellas proliferan al mismo tiempo siendo su division
asincronica. Esta asincronia resulta aceptable para mantener una produccion espermatica
a lo largo del afio en el transcurso de toda su vida.

Por medio de la Inmunofluorescencia doble de Sox9-Vasa se pudo identificar los dos
linajes celulares implicados en el proceso de espermatogénesis. Con la proteina Sox9
identificamos las células de Sertoli que juegan un papel importante en el proceso y con
Vasa las células espermatogénicas que conforman al epitelio germinal y que se
transformaran en espermatozoides (Figuras 25-28).
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Figura 25. Deteccién de las proteinas Vasa, Sox9, pH3 y C-kit en el testiculo de Artibeus

jamaicensis. Vasa y C-kit ubicando las espermatogonias cerca de la [dmina basal. pH3 en células

dividiéndose y Sox9 en el nucleo de Sertoli. En verano.
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Figura 26. Deteccién de las proteinas Vasa, Sox9, pH3 y C-kit en el testiculo de Artibeus

jamaicensis. Espermatogonias con citoplasma marcado con Vasa y nucleo con C-kit. Las

células en divisién marcadas con Ph3 y los nucleos de Sertoli con Sox9. En otofio.
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Figura 27. inmunofluorescencias dobles del testiculo de Artibeus jamaicensis. PH3-Vasa en espermatogonias
proliferando, PH3-Ckit ubicando ntcleos de espermatogonias en la base del tubulo seminifero y Sox9-Vasa en
Sertoli y germinales respectivamente. En de Verano y Otoio.




Figura 28. Deteccion de Vasa en citoplasma y C-kit en nucleo de espermatogonias, Sox9 en nucleos

de Sertoli, PH3 en células en division. En invierno.
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Figura 29. Deteccion de las proteinas Vasa en citoplasma de espermatogonias, Sox9 en nucleos de Sertoli,

PH3 en espermatogonias en divisiény C-kit en nuicleos de espermatogonias. En la estacidon de primavera.




Figura 30. inmunofluorescencias dobles de PH3-Vasa identificando espermatogonias proliferando, PH3-

Ckit nucleos de espermatogoniasy Sox9-Vasa para identificar el epitelio germinal.




. BIOLOGIA MOLECULAR

Western blot

Se pudieron detectar las proteinas de SOX9 con un peso de 56 kDa, VASA de 79
kDa y CKIT de 145 kDa por medio de la técnica de western blot corroborando su
expresion dentro del testiculo de Artibeus jamaicensis.

En relacion a la proteina PH3 no pudo identificarse por medio de esta técnica,
pero en su lugar se utilizé PCNA como un marcador de proliferacién con un peso
de 36 kDa. A continuacion se presenta una imagen de las bandas de proteinas
detectadas.

220 —

707
60—

Vasa Sox9 C-kit PCNA

61



RT-PCR

También se identificd el RNA mensajero (MRNA) de los genes descritos. Se
observd una banda para Sox9 de 126 pb, Vasa de 129 pb, C-kit de 145 pb. No
analizamos pH3 ya que es una proteina fosforilada. Al encontrar el mRNA
podemos suponer que también se encuentra la proteina en dicho tejido, de
manera que es otra forma de comprobar la expresion de dichas proteinas en el
testiculo como se observaron en las inmunofluorescencias sobre secciones. A
continuacion se presentan las bandas de los productos de PCR en un gel de
agarosa al 1.5%.

Sox9
Sox9
C-kit
Actina
Vasa

o Uk whN R

Control
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DISCUSION
1. Caracteristicas macroscopicas

En cuanto al nimero de ejemplares en el estudio, se esperaba tener aproximadamente la
misma cantidad por estacion, pero no fue posible debido a dificultades de colecta en el
municipio de Yautepec, Morelos. Uno de los principales inconvenientes fue el clima, el
cual impedia que los organismos salieran a alimentarse como sucedio en la estacién de
invierno. Otra dificultad pudo haber sido su organizacion social, teniendo en cuenta que se
encuentran en harems, por lo que solamente las hembras salian a buscar alimento como
sucedio en primavera. A pesar de ello, pudo realizarse un estudio importante del testiculo
de Artibeus jamaicensis del poblado de Yautepec, Morelos en el periodo 2012-2013.

Las medidas macroscopicas de los individuos ayudé a identificar a los ejemplares adultos
de acuerdo a las siguientes medidas: longitud total 78-89 mm, longitud de antebrazo 52-
67.4 mm (Smith and Starrett 1979; Swanepoel and Genoways 1979; Ortega G. Castro |.
2001), peso 45-50g (Gardner et al. 1991).

2. Estructura del testiculo.

El testiculo de Artibeus jamaicensis presenta una forma ovalada cubierto gran parte por
el epididimo como sucede en todos los mamiferos. En cuanto a su posicion se encuentran
en la base del pene, cerca de la pared abdominal ventral del cuerpo, pero no presentan
una bolsa escrotal como sucede en artiodactilos y primates (H.Ross M. 1995). Present6
una tunica albuginea vascularizada que envuelve al testiculo en su totalidad, la cual ha
sido bien estudiada en mamiferos como una capsula fibrosa resistente que comprende
una capa exterior de peritoneo visceral constituido por células mesoteliales, dentro de
esta, una capa de fibroblastos, fibras de colageno, fibras nerviosas mielinizadas y no
mielinizadas y haces intercaladas por células de musculo liso. La longitud promedio de los
testiculos fue de 8.9 mm que se encuentra dentro del rango de longitud testicular descrito
en Artibeus jamaicensis (3.5-10 mm) (Forman and Genoways 1979; Ortega G. Castro |.
2001).

En relacion a la unidad funcional, el tubulo seminifero presento la misma estructura que la
descrita en mamiferos. Se encuentra constituido por un epitelio germinal conformado por
espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios, y por espermatidas que dan
lugar a espermatozoides. Presenté un tipo de espermatogénesis radial en la cual el
proceso se lleva acabo de la base al lumen del tubulo.

En relacion a los tipos celulares implicados en el proceso de espermatogénesis, se
identificaron espermatogonias tipo A, las cuales son las células primordiales que se
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dividen mitoéticamente y que dan lugar a las espermatogonias tipo B, las cuales se
encuentran mas diferenciadas y que al dividirse daran lugar a los espermatocitos
primarios. Los espermatocitos, localizados en el compartimento adluminal, entran en un
proceso meidtico y son visibles al presentar los complejos sinaptonémicos,
caracteristicos de la profase | (cigoteno), dentro del nucleo. Al finalizar la division meidtica
se forman

las espermatidas, las cuales son de menor tamafo y sufren un proceso de cambios
morfolégicos denominado espermiogénesis. En el testiculo pudieron observarse
diferentes etapas de dicho proceso guiandonos por la formacién del acrosoma que
también fue de gran utilidad en la identificacién de las etapas del ciclo del epitelio
seminifero. Finalmente los espermatozoides en Artibeus jamaicensis presenta un
acrosoma con una terminacion redonda lo cual es diferente a el espermatozoide de
Platyrrhinus lineatus que tiene una forma alargada y termina en punta, dicha comparacion
se hace debido a que el Unico trabajo realizado en una especie de la familia
Phyllostomidae (Platyrrhinus lineatus) de ultraestructura del testiculo por medio de
microscopia electronica de transmision (Beguelini M. 2011).

3. Expresion de genes

= Sox9

En el testiculo de Artibeus jamaicensis se detectd la proteina Sox9 en el nucleo de las
células de Sertoli, las cuales juegan un papel esencial en el proceso de
espermatogénesis.

Estudios anteriores han reportado que Sox9 es el factor crucial que inicia la diferenciacién
de las células de Sertoli y define su fenotipo. La induccién adecuada y el mantenimiento
de su expresion es esencial para desarrollar un testiculo completamente funcional. El
modelo de regulacion de Sox9 propone que la expresion de Sox9 es iniciada via un
elemento TESCO por SF1 a los 10.5 dias post coitum (dpc), a los 11.5 dpc aumenta por
la actividad del gen Sry (gen vinculado al cromosoma Y) y es mantenida via dos
sefializaciones positivas, un mecanismo celular intrinseco de Sox9 junto con SF-1, y un
mecanismo celular extrinseco involucrando FGF9 (factor de crecimiento fibroblastico 9) y
FGFR2 (FGF receptor 2) (Jacob S. Lovell R. 2011).

En mamiferos se ha reportado que ésta proteina se localiza en el citoplasma de células
somaticas de soporte en génadas XX y XY a bajos niveles previo a la expresion de Sry.
Posteriormente sufre un cambio en su localizacién subcelular, es decir, es traslocada al
nucleo de las células de Sertoli en la gonada XY, donde es detectada hasta en la etapa
adulta (Morais da Silva et al., 1996; De Santa Barbara et al., 2000). La translocacion del
nucleo de la proteina Sox9 es un evento clave en el inicio del proceso de diferenciacion
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de las células de Sertoli y de los cordones testiculares (Gasca et al., 2002; Malki et al.,
2005). Estudios de expresion de Sox9, por medio de la deteccion de mRNA y de proteina
confirman que la expresion de Sox9 continua en la parte somatica en testiculo fetal,
postnatal y en la vida adulta (Kent et al., 1996).Estas observaciones concuerdan con los
fetos humanos y adultos, consistentes con un papel continuo en el testiculo (Wagner et
al., 1994).

En Artibeus jamaicensis la proteina Sox9 se expresé en el nucleo de las células de
Sertoli, lo cual puede estar muy relacionado a su funcionalidad en la espermatogénesis,
siendo un indicador de que la célula se encuentra activa para la secrecion de proteinas
fundamentales en la nutricion de las células germinales, asi como el control hormonal del
proceso. Mediante RT-PCR se identificé la presencia del mRNA con la deteccién de una
banda de 126 pb la cual podria corresponder al gen Sox9. Por medio de western blot se
localizé la proteina en el testiculo al observar una banda de 56 kDa.

= Vasa

El gen vasa codifica para una helicasa de RNA de la familia de proteinas de la caja DEAD
(Lasko and Ashburner, 1988; Hay et al., 1990). La expresién especifica de Vasa en la linea
germinal esta conservada evolutivamente en vertebrados e invertebrados (Raz, 2000). En
ratén, la proteina de MVH (mouse vasa homolog) esta restringida exclusivamente a las
CGPs durante la embriogénesis y gametogénesis en ambos sexos (Toyooka T. 2000). La
funcion principal de Vasa es el mantenimiento del linaje germinal, por tal motivo, se
expresa desde etapas muy tempranas del desarrollo hasta la vida adulta. Debido a su
secuencia de caja DEAD, se sugiere que su funcién en la determinacién de las células
germinales esta relacionada con su habilidad para unir y desenrollar el RNA (Liang et al.,
1994; Yoon et al.,1997). En vertebrados, otra posible funcién de Vasa puede ser su union
a RNAs requeridos para la determinacion de las células germinales asi como el control de
su traduccion (Yoon et al., 1997)

En secciones de testiculo de ratdon se muestra por inmunofluorescencia, la proteina MVH
especificamente expresada en espermatogonias y espermatidas redondas con una
expresion mas fuerte en etapas de espermatocitos tempranos (Toyooka T. 2000). En el
caso del testiculo de Artibeus jamaicensis se detectd por medio de Inmunofluorescencia la
proteina en el citoplasma de espermatogonias, aunque aun no estamos seguros de que
también estén marcando espermatocitos y espermatidas redondas, para comprobarlo es
necesario utilizar un anticuerpo especifico de meiosis como SCP3 (proteina 3 del
complejo sinaptonémico) para comprobar que se esta detectando en espermatocitos y a
partir de ahi saber si también hay en espermatidas de acuerdo a su disposicion en el
epitelio germinal.

La espermatogénesis en ratones deficientes de Mvh se bloquea en la etapa de
premeiotica de leptoteno a cigoteno. Esto sugiere que Mvh juega un papel importante en
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la progresion normal de la profase meidtica que conduce a la aparicion del
reordenamiento cromosoémico para la divisiébn meiética. Se observa una alta expresion de
ésta proteina en el citoplasma de los espermatocitos tempranos y subsecuentemente, se
localiza dentro de los cuerpos cromatoides en espermatidas postmeidticas en testiculos
normales. (Toyooka et al. 2000; Tanaka S. 2000).

En relacion a las pruebas de western blot se pudo localizar la proteina de vasa de un peso

de 79 kDa. En cuanto a los transcritos se pudo comprobar la presencia de su mRNA
mediante oligos creados en ratén (Mus musculus) presentando una banda de 129 pb.

=  C-kit

. C-kit es un proto-oncogen que codifica un receptor tirosina cinasa (transmembranal)
miembro PDGF de la familia de receptores CSF-1 (Yarden et al. 1987; Qiu et al. 1988),
caracterizado como un factor especifico de células toti potenciales. Dicho gen se expresa
predominantemente en células germinales del testiculo (Manova et al., 1990) siendo
esencial en el proceso de migracién de las células germinales, asi como su proliferacion y
supervivencia en roedores (Manova et al., 1990; Godin et al., 1991; Pesce et al., 1993).
Recientes estudios con hibridacion in situ demostraron que el RNA mensajero de c-kit
esta detectado, no solo en las células germinales primordiales de gonadas fetales (Orr-
Urtreger et al. 1990) sino también en ovocitos o espermatogonias de gonadas postnatales
(Manova et al.1990).

Se estudié la expresion de la proteina C-kit en el testiculo de Artibeus jamaicensis por
medio de Inmunofluorescencia. Se detectd en el nucleo de espermatogonias, siendo este
el tipo celular menos diferenciado. En cuanto a las pruebas de biologia molecular, pudo
detectarse el transcrito con una banda de 145 pb, lo que infiere la presencia del mMRNA
de C-kit. También se detectd por western blot la presencia de la proteina de un peso de
145 kDa en el testiculo de A. jamaicensis.

C-kit pudo observarse en machos adultos ya que puede funcionar en la gametogénesis en
relacion a la proliferacion espermatogonial, sobrevivencia y adhesién a células de Sertoli
(Loveland and Schlatt, 1997). En el testiculo, el factor stem cell (steel) ligando para el
receptor c-kit es expresado por las células germinales (Huleihel et al., 2007; Plotton et al.,
2005), la senal de SCF/c-kit estimulan la proliferacion de espermatogonias (Rossi et al.,
1993). Por otra parte, este gen parece a jugar un papel en la regulacién de las etapas
tardias de espermatogénesis (Vincent et al., 1998; Yan et al., 2000) y en la reduccién de
apoptosis de las células germinales (Yan et al., 2000; Tu et al., 2007).
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= Phospho-H3

Histona 3 es una de las proteinas mas altamente conservadas evolutivamente, presenta
una construccion de octameros con aproximadamente 147 pares de bases de DNA
gendémico formando la unidad basica de la cromatina (el nucloeosoma) esencial en la
condensacion del DNA para el proceso de division. Las colas de N-terminal de las
histonas, asi como los dominios globulares estan sujetos a una gran variedad de
modificaciones post-traduccionales covalentes reversibles (PTMs), tales como
acetilacion, metilacion, fosforilacion y ADP-ribosilacion (Sawicha A. 2012).

Se observé la expresién de PH3 en el testiculo de Artibeus jamaicensis, como indicador
importante de proliferacién dentro del testiculo ya que se ha demostrado una asociacion
estrecha entre la fosforilacion de la histona 3 con la condensacién de los cromosomas
mitoticos en células de mamifero (Gurley L. 1978; Gurley L. 1974; Sawicha A. 2012).Sin
embargo, esta correlacién ha sido observada durante la mitosis y meiosis en un gran
rango de eucariotas, la significancia funcional de esta modificacion a sitios individuales de
H3 difiere entre especies ( Giet D. 2001; Hsu J. 2000; Kaszas W. 2000; Van Hooser A.
1998;Wei Y. et al.1998; Wei Y. et al. 1999). La fosforilacion de H3 en células mitéticas de
mamiferos ocurre masivamente en varios residuos, incluyendo serina 10 y 28, asi como
treoninas 3 y 11 y exhibe una distribucion espacio-temporal altamente coordinada
(Bonenfant D. 2007; Garcia B. 2005; ZhouH. 2008)

Debido a que no pudimos detectar a la H3 fosforilada por WB, decidimos utilizar otro marcador de
proliferacion. Para corroborar que el testiculo se encuentra activo, usamos la proteina
PCNA (antigeno nuclear de proliferacion celular). PCNA se encuentra en el nucleo y es un
cofactor de la ADN polimerasa delta. La proteina es sintetizada en la fase G1 temprana y
en la fase S del ciclo celular y ayuda a incrementar la capacidad de procesamiento de
sintesis de la cadena durante la replicacion del DNA. En respuesta al dafio del ADN, esta
proteina es ubiquitinada y esta implicado en la via de reparacion DNA dependiente de
RAD6 (Matsumoto K. 1987; NCBI, 2013). Mediante WB se detecté una banda de 36 kDa
que concuerda con el peso de la proteina.

4. Estacionalidad

En el estudio del testiculo de Artibeus jamaicensis a lo largo del afio se pudo observar
mediante la histologia que no hubo cambios importantes en la morfologia testicular
durante las estaciones de primavera, verano e invierno. Sin embargo, en otofo, a
diferencia de las otras estaciones, los testiculos presentaron tdbulos seminiferos con una
luz muy pequefa o en algunos casos ausente sin produccion de espermatozoides. En
menor cantidad se observaron tubulos abiertos con gametos masculinos, reconociendo
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que en dicha estacion hubo una mayor cantidad de ejemplares colectados. Estas
caracteristicas morfoldgicas de los testiculos en otofio pueden deberse a la disponibilidad
de alimento, ya que en dicha temporada las hojas de los arboles caducos cambian y su
color verde se vuelve amarillento y amarronado, hasta que se secan y caen ayudadas por
el viento que sopla con mayor fuerza y la temperatura comienza a bajar. También puede
estar relacionado a la reproduccion, ya que la temporada de apareamiento es en el mes
de agosto, por lo que la produccion de espermatozoides decrece y puede encontrarse en
un proceso de transicion espermatogeénico.

En relacion a la deteccidn de los genes descritos por Inmunofluorescencia en las cuatro
estaciones del ano, cualitativamente no se observaron diferencias en cuanto a la
expresion de las proteinas teniendo a Vasa como marcador de la linea germinal, Sox9
expresado en las células de Sertoli indicando la funcionalidad de dichas células, C-kit
como factor de células totipotenciales marcando a las espermatogonias y finalmente PH3
como marcador de proliferacion en el testiculo que nos da una idea de la actividad celular
dentro de los tubulos seminiferos y por ende un proceso espermatogénico favorable. En
cuanto a PH3 se identificaron diferencias cualitativas con respecto a la estacion en
cuanto al patron de proliferacion en el testiculo, debido a que en algunas secciones
presentaban menos células marcadas, mientras que en otros la marca era predominante
en toda el area analizada. Hasta que se realice una cuantificacion de expresion por medio
de una técnica de biologia molecular, se podra hablar con seguridad de las diferencias en
las estaciones.

Se observé cualitativamente que en las cuatro estaciones del afio hubo producciéon de
espermatozoides en mayor o menor medida, lo que sugiere que los individuos de Artibeus
Jjamaicensis tienen una reproduccion continua y que no presentan ningun periodo de
regresion testicular como en Artibeus lituratus (Oliveira. 2009; Duarte y Talamoni, 2009).
Por lo que esta especie se incluye entre los muchos murciélagos filostbmidos que son
poliestricos bimodales en los que la reproduccion es continua en los machos pero solo se
dan dos eventos de apareamiento relacionados al ciclo reproductivo de la hembra
(Crichton E. and Krutzsch P. 2000).

Los murciélagos muestran un rango de patrones anuales de reproduccion, que varian en
ambos periodos del afio en el cual la gestacidén ocurre, y su espacio, en relacion a ciclos
climaticos anuales y estacionales, asi como el grado de sincronia de eventos
reproductivos dentro de la poblacién (Jerrett, 1979; Tuttle and Stevenson, 1982; Crichton
E. and Krutzsch P. 2000). Estudios recientes sugieren que mucha de la variacion en
ambos, sincronizacion y patrones de reproduccion pueden estar determinados por el
grado de estacionalidad climatica, y el patron reproductivo de especies individuales varia
a través del rango geogréfico (Happold and Happold, 1990), por lo que pueden existir
diferencias en cuanto a los lugares en los que los individuos sean colectados. En zonas
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tropicales se presentan tres principales patrones identificados por Jerrett (1979):
monoestria estacional, poliestria estacional y poliestria no estacional. Entre ellas es
importante remarcar que la especie Artibeus jamaicensis es del tipo de poliestria bimodal
estacional con estro postparto en el que las hembras tienen dos camadas por afo en
sincronia, con los dos periodos de nacimientos vinculados a las estaciones climaticas
particulares; el primer nacimiento esta estrechamente seguido por un estro postparto y
después de eso las hembras simultaneamente quedan gestantes y lactando. Hay un
periodo de no actividad reproductiva seguida del segundo nacimiento. (Fleming,
1971;.Racey P ; Entwistle A. 1998).
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CONCLUSIONES

Los individuos de Artibeus jamaicensis presentaron una altura promedio de 8.58
cm y un peso de 43.71 g lo cual los convierte en individuos adultos perfectos para
el estudio.

Por medio de microscopia de campo claro y microscopia electronica de
transmisiéon se pudieron identificar todos los tipos celulares implicados en el
proceso de espermatogénesis, teniendo un linaje somatico (células de Sertoli,
células de Leydig y mioides) y un linaje germinal (espermatogonias,
espermatocitos, espermatidas y espermatozoides).

El testiculo de A. jamaicensis presentd una estructura similar a la de todos los
mamiferos con un tipo de espermatogénesis radial que comienza de la lamina
basal al lumen donde son liberados los espermatozoides. Se detectaron nueve
etapas del ciclo del epitelio seminifero de acuerdo al sistema acrosémico de
Clermont Y, 1972.

La deteccion de las proteinas Vasa y C-kit en espermatogonias, Sox9 en células
de Sertoli y PH3 en espermatogonias proliferando fue util para reconocer los tipos
celulares en el testiculo y observar su actividad. A lo largo del afio se expresaron
dichas proteinas mostrando una actividad continua en los machos de Artibeus
Jjamaicensis.

Los machos colectados en la comunidad de Yautepec, Morelos tienen una
reproduccion continua a lo largo del afio ya que tienen una produccion consecutiva
de espermatozoides sin observarse periodos de regresion testicular en alguna de
las estaciones.
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