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Evaluacion estacional de fitoestrogenos
en heces de machos del murciélago frutero

jamaiquino (Artibeus jamaicensis Leich,
1821).

Salame-Méndez, Arturo', Alondra Castro-Campillo?, Karina Olvera-Olvera?,
Héctor Serrano?®, Fernando Huerta-Garcia*, Juan José Esquivel-Florencio?,
Jorge Haro-Castellanos’, Miguel Angel Briones-Salas®, José Ramirez-Pulido?,
José Luis Gomez-Olivares?, Maria Dolores Garcia-Suarez?.

Abstract

Artibeus jamaicensis Leich, 1821, obtains its basic energetic requirements to survive and
to reproduce from fruits and leaves, even though some of them may contain harmful
phytochemicals that could act as estrogens (phytoestrogens, PTE); thus provoking
endocrine disruption in its reproductive physiology. PTE derive from isoflavones, lignans,
and coumestans, phenolic fluorescent compounds that can be detected through thin
layer chromatography. Here we evaluate the presence of these three groups in the feces
of adult males of A. jamaicensis, by means of representative analites (genistein, GEN;
zearalenone, ZEA; coumestrol, COU, respectively) in order to verify: a) which analites
were present, and b) whether they had a temporal pattern or they remained constant
along the year. We further examined if we could qualitatively link temporal patterns of
phytochemicals with the reproductive activity of males, using the position of their testes.
Although we detected neither presence of GEN, ZEA or COU, we did observed stains
from unknown phytochemical fluorescent compounds (UPFC), according to annual
seasons and to pluvial regimen, as well as to the position of the testes. The finding of
these UPFC, together with its temporal coincidence with the reproductive activity of
males, elicits more questions about the possible influence that these substances could
have on the reproductive activity of A. jamaicensis.

Keywords: Artibeus, endocrine disruption, feces, frugivory, phytoestrogens, reproduction,
testes.
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FITOESTROGENOS EN ARTIBEUS JAMAICENSIS

Resumen

Artibeus jamaicensis Leich, 1821, obtiene los requerimientos energéticos bdsicos
para subsistir y reproducirse a partir de frutos y hojas, aiin cuando algunos de ellos
podrian contener fitoquimicos nocivos que al actuar como estrogenos (fitoestrogenos,
FTE); provocan disrupcién enddcrina en su fisiologia reproductiva. Los FTE derivan de
isoflavonas, lignanos y coumestanos, compuestos fendlicos fluorescentes que pueden
ser detectados en sus heces, mediante cromatografia en capa fina. Aqui evaluamos
la presencia de esos tres grupos en las heces de machos adultos de A. jamaicensis,
mediante analitos representativos (genisteina, GEN; zearalenona, ZEA; coumestrol,
COU, respectivamente) para verificar: a) cudles analitos estaban presentes y b) si tenian
un patrén temporal o se mantenian constantes a lo largo del aflo. También relacionamos
cualitativamente la presencia de fitoquimicos con la actividad reproductiva de los
machos, mediante la posicién de sus testiculos. Aunque no constatamos la presencia
de GEN, ZEA o COU, si observamos manchas de compuestos fitoquimicos fluorescentes
desconocidos (CFFD) que se relacionan con la estacion del ano y el régimen pluvial,
asi como con la posicion de los testiculos. El hallazgo de estos CFFD y su coincidencia
temporal con la actividad reproductiva de los machos, libera mas preguntas acerca de
la posible influencia que estas sustancias podrian ejercer sobre la actividad reproductiva
de de A. jamaicensis.

Palabras clave: Artibeus, disrupcion endocrina, frugivoria, fitoestrogenos, heces,
reproduccion, testiculos.

Introduccion

La ingesta de plantas es la base para la subsistencia espacio-temporal de diversas
especies y por ello el estudio de la relacion tréfica entre planta-animal, o herbivoria,
es uno de los paradigmas en las ciencias bioldgicas, tanto por sus implicaciones
evolutivas como fisiologicas (Granados-Sanchez et al. 2008). Al respecto, las plantas
producen fitoquimicos que participan en sus procesos fisiolégicos y que ademas
pueden actuar sobre sus consumidores; v. gr., algunos metabolitos secundarios actdan
dandoles proteccion a las plantas contra sus depredadores o como atrayentes para sus
polinizadores (Krasov y Martinez del Rio 2007). Uno de los grupos mas extensos entre
esos metabolitos secundarios es el de los compuestos fendlicos, los cuales al oxidarse
primero ellos, inhiben la oxidacién de otras sustancias en la planta, protegiéndola contra
tal proceso, pero ademds forman quinonas que confieren las tonalidades azul, azul-
rojo o violeta, caracteristicas de algunos frutos (Chasquibol et al. 2003). En conjunto,
los compuestos fendlicos también pueden actuar como defensas en las plantas contra
algunos organismos patégenos, plagas y herbivoros (Ramos et al. 1998; Granados-
Sanchez et al. 2008). En los mamiferos herbivoros, algunos compuestos fitoquimicos
fendlicos actian a modo de cofactores metabdlicos, mientras que otros alteran su
proceso reproductivo. Sobre lo ultimo, esos fitoquimicos fendlicos pueden unirse a
los receptores a y/o f estrogénicos de las hormonas esteroides sexuales (Morito et al.
2002) y como al hacerlo trastornan procesos endocrinos de la reproduccién en esos
mamiferos, han sido Ilamados fitoestrogenos (Palacios 2002).

La alteracién reproductiva producida por fitoestrégenos también se presenta tanto en
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mamiferos omnivoros como carnivoros, ain cuando estos Gltimos sean relativamente
estrictos como son los canidos (Pérez-Rivero et al. 2009), ademds de que también ha sido
verificada de manera experimental en murciélagos hematé6fagos (Serrano et al. 2007a). La
capacidad que tienen los fitoestrogenos para alterar procesos bioquimicos vy fisiol6gicos
de la reproduccién en estas especies, junto con otras evidencias experimentales, ha
hecho que se les considere como disruptores endocrinos (Pérez-Rivero et al. 2007).

Por sus caracteristicas quimicas, los fitoestrogenos se agrupan en isoflavonas,
lignanos y cumestanos, cuyos principales representantes son genisteina, enterolactona
y coumestrol, respectivamente (Pérez-Rivero et al. 2007). A éstos se afiade en el grupo
de los lignanos, la zearalenona, micotoxina y metabolito estrogénico producido por
hongos del género Fusarium (Minervini y Dell’Aquila 2008). Las isoflavonas, lignanos
y cumestanos son sustancias comunes en las plantas que tienen la caracteristica
fisicoquimica de emitir luz (fluorescencia) cuando son expuestas a radiacién ultravioleta
(Serrano et al. 2007b). Las isoflavonas y flavonas forman parte de los flavonoides
que son compuestos antioxidantes (Chasquibol et al. 2003; Serrano et al. 2006). Los
lignanos se encuentran en frutas, verduras y semillas; forman parte de la lignina de
la pared celular, ademds de que participan en el crecimiento de las plantas y son
antioxidantes (Coley y Barone 1996; Chasquibol et al. 2003). Los coumestanos derivan
de la coumarina, compuesto volatil de fragancia agradable, muy abundante en algunos
frutos como la vainilla. La coumarina puede ser biotransformada por hongos en el
anticoagulante dicumerol o quimiotransformada en el anticoagulante warfarina, la cual
fue muy utilizada para combatir plagas del vampiro Desmodus rotundus (Flores-Crespo
1978; Flores-Crespo et al. 1979), pero actualmente esta prohibida (Romero-Almaraz et
al. 2006). En general, estos tres grupos de fitoestrogenos pueden ser eliminados en la
orina y/o las heces intactos o como metabolitos sulfatados.

Aunque los fitoestrégenos presentes en las plantas podrian actuar como disruptores
enddcrinos en los mamiferos herbivoros silvestres que los consumen, también es
cierto que la reproduccion de éstos uUltimos esta ajustada espacio-temporalmente con
la accesibilidad, abundancia y calidad de los recursos alimenticios (Sadleir 1969;
van Tienhoven 1983; Bronson y Heideman 1994). Por eso, para examinar el posible
efecto disruptor de los fitoestrégenos sobre la reproduccién de herbivoros silvestres,
primero debemos responder si los consumen, por ejemplo, evaluando si se presentan
compuestos del tipo de las isoflavonas, lignanos y coumestanos en sus heces fecales.
Asimismo, también debemos determinar si su presencia muestra un patron temporal (i.
e., por estaciones del ano o por régimen pluvial) que pudiera estar asociado con algin
aspecto de la reproduccion de la especie en cuestion.

Es por eso que elegimos al murciélago frutero jamaiquino (Artibeus jamaicensis
Leich, 1821), especie relevante en el mantenimiento y regeneracién de la vegetacion
en su habitat tropical, ya que dispersa y poliniza de plantas pioneras en el neotrépico
(Gémez-Pompa y Vazquez-Yanes 1985; Galindo-Gonzalez 1998, 2004; Flores-
Martinez et al. 1999-2000; Mancina y Sanchez 2001; Acosta y Aguanta 2006). La
especie es muy adaptable y resistente a las transformaciones del ambiente a lo largo
de su distribucién geografica, ya que habita en zonas preservadas, fragmentadas o
transformadas de vegetacion tropical, asi como en vegetacion riparia, secundaria y en
arbustos aislados de los pastizales (Galindo-Gonzalez 2004). Como en estos ambientes,
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A. jamaicensis consume varios tipos de frutos silvestres y cultivados, se le considera
una especie frugivora generalista (Morrison 1978a y b, 1980; Bonaccorso 1979; Flores-
Martinez et al. 1999-2000; Rodriguez-Durdn y Vazquez 2001; Ortega y Steers 2005;
Acosta y Aguanta 2006). La especie consume principalmente higos del género Ficus
(F. insipida, F. mexicana, F. obtusifolia, F. padifolia, F. trigonata, F. yoponenisis), pero
también frutos de chancarro (Cecropia obtusifolia), naranjilla (Solanum hirtum), platano
(Musa paradisiaca), guayaba (Psidium guajava), ramén (Brosimum alicastrum), mururé (B.
lactescens), ciruelo (Spondias purpurea), zapote (Manilkara zapota), mango (Mangifera
spp.), guanandi (Calophyllum brasiliense), mara (C. longifolium), almendro de montana
(Dipteryx panamensis), almendro indio (Terminalia catappa) y de aguacate (Persea
americana), asi como diversas moras de la familia Moraceae. A esos frutos se afieden
hojas (Kunz y Diaz 1995) de bucare ceibo (Erythrina poeppigiana), jagtiey blanco (Ficus
citrifolia), higuera sagrada (F. religiosa), amate (F. maxima), santa maria o mamey falso
(Calophyllum calaba) y de berenjenita cimarrona o prendejera (Solanum torvum).

La reproduccion de este filostomido frugivoro parece estar relacionada con la
disponibilidad de alimento, el cual a su vez depende de la temporalidad de las lluvias
a lo largo de su distribucion. En selvas tropicales perennes o caducifolias, la especie
se comporta como poliéstrica estacional con un primer pico de nacimientos al final
de la transicién entre las temporadas de secas y de lluvias (abril-mayo) y un segundo
pico a la mitad de la temporada lluviosa (julio-septiembre), cuando la precipitacion
se mantiene abundante constante y la vegetacion ofrece sus frutos (Bonaccorso 1979;
Ortega y Castro-Arellano 2001; Ortega y Arita 2005; Ortega y Steers 2005). Cabe
sefalar que durante los meses anteriores al pico de nacimientos, los machos presentan
testiculos escrotales (Ortega y Arita 1999). La especie aparenta estar reproductivamente
quiescente, al final de la temporada de lluvias (octubre a diciembre), ya que no muestra
signos externos de actividad reproductiva (v. gr., testiculos inguinales en los machos);
sin embargo, las hembras estan prefiadas y pueden experimentar retraso en el desarrollo
embrionario (Fleming 1971).

Como a lo anterior se suma que algunas especies y géneros de plantas en la dieta A.
jamaicensis contienen fitoestrogenos (Arthan et al. 2002; Thompson et al. 2006; Khoo
y Ismail 2008; Kuhnle et al. 2009; Watcho et al. 2009), decidimos realizar un analisis
preliminar, a través de cromatografia en capa fina, para verificar si las heces de machos
adultos contenian genisteina, zearalenona y / o coumestrol, usando éstos fitoestrogenos
como analitos representativos de isoflavonas, lignanos y cumestanos, respectivamente.
Luego verificamos si su presenciamostraba un patréntemporal. Finalmente, determinamos
la proporcién de machos capturados con testiculos escrotales (reproductivamente
activos) o inguinales (reproductivamente inactivos) para agruparlos por estaciones del
afno y régimen pluvial, de manera que pudiésemos asociar cualitativamente su actividad
reproductiva con la presencia temporal de fitoquimicos fluorescentes.

Materiales
y Métodos

Area de estudio
Las colectas de A. jamaicensis se hicieron en el interior del Centro Interdisciplinario
de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, Unidad Oaxaca del Instituto
Politécnico Nacional (CIIDIR-Oaxaca), ubicado en el Municipio de Santa Cruz
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Xoxocotlan y a una altitud de 1,563 msnm, entre los 17.0139" N — 96.4311 W. El
clima de Oaxaca, Oaxaca, (Manzanero y Flores 2000, CONABIO s/a, PMD 2011-2013
s/a) es el menos seco de los secos aridos (cociente P/T > 22.9): régimen pluvial, de
verano-otofio con el 5% al 10.2% anual e intervalo de 600 — 700 mm, siendo los meses
de junio a septiembre los mas lluviosos; semicalido: temperatura media anual > 22 °C e
isotermal con marcha de temperatura tipo Ganges, pues el mes mas calido se presenta
en el solsticio de verano, siendo la temperatura del mes mas frio > 18 °C. En la figura
1a se muestra el comportamiento promedio de la temperatura (T°) y de la humedad
relativa (Hr), conforme a las fechas en que se desarroll6 el estudio y de acuerdo a datos
obtenidos de la estacion Xoxocotlan International (http://www.tutiempo.net).

La conformacion territorial que exhibe el area de estudio corresponde a una zona
conurbana con disturbio ecolégico por actividades antropogénicas; el uso de suelo que
predomina es el agricola de riego, ocupando el 48.4% de la superficie municipal con
plantios de maiz, frijol y alfalfa (INEGI, 2010), pero en donde se pueden encontrar
frutales como nispero (Eriobotrya japonica), guayaba (Psidium guajava), ciruela
(Spondias mombin), higo (Ficus carica) y datiles (Phoenix dactylifera). En general,
debido a la urbanizacién y a los consecuentes cambios climatolégicos regionales
hacia un régimen mas célido y seco, la vegetacion natural del Municipio de Santa Cruz
Xoxocotlan (CONABIO 2010), que correspondia a bosques templados de coniferas y
encinos en las partes altas de las serranias y a selva baja caducifolia en las partes bajas,
tiende a desaparecer. Esta vegetacion original es sustituida por vegetacion xerdfila
de tipo chaparral en los lomerios, mientras que en las partes mds bajas predominan
pequenas hierbas, pastos y arbustos como el huizache (Acacia fornesiana), el guamuchil
(Pithecelobium dulce) y el tehuixtle (A. milibekii), algunas leguminosas y magueyes
de los tipos “tovasiche” (Agave karwinskii) y “manso” (A. atrovirens), respectivamente
(INEGI 2010).

Captura y seleccion de individuos

Para la captura mensual de los quirépteros, se colocaron dos redes de niebla de 12 x
2.6 my con una luz de malla de 2 x 2 cm, donde los murciélagos solian alimentarse
o hidratarse (Kunz et al. 1996), incluyendo los meses de marzo a mayo en el afio 2008
y de enero a septiembre en el 2009. Las redes fueron revisadas cada 30 minutos,
desde el ocaso hasta la madrugada (19:30 — 2:30 hrs), permaneciendo abiertas durante
este periodo de siete horas que corresponde al maximo de actividad de los murciélagos
de la familia Phyllostomidae (Heithaus y Fleming 1978). El esfuerzo de captura fue
calculado considerando los metros totales sumados de red, multiplicados por el nimero
total de horas en que las redes permanecieron abiertas por periodo de muestreo en los
siete meses con captura efectiva (Medellin 1993). Los A. jamaicensis se identificaron
in situ, mediante claves dicotomicas (Medellin et al. 1997), se liberé a las hembras y
s6lo se retuvo a los machos adultos (i. e., con las epifisis metacarpales fusionadas por
osificacién). Finalmente, se registrd la posicion de los testiculos (escrotales / inguinales)
en estos machos adultos, para luego graficar su frecuencia por estacion y por régimen
pluvial (Fig. Tby c).
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Colecta de muestras fecales

Los murciélagos fueron introducidos en bolsas de tela y anestesiados con éter dietilico
hasta morir, ya que fueron usados para este y otros estudios. De cada uno de ellos
también se recogieron las muestras fecales que fueron dejadas en la bolsa o que se
extrajeron por diseccién del Gltimo cuarto del intestino grueso. Las heces de cada
animal fueron depositadas en tubos Eppendorf a los que se les agregaron 500-600 pL de
etanol al 70%.

Evaluacion de fitoestrégenos

La evaluacion en las heces de la presencia de los fitoestrogenos (FTE) se hizo mediante
cromatografia en capa fina (TLC por convencion del inglés), utilizando como muestras
de referencia (Sigma-Aldrich, San Louis, MO) coumestrol (COU), zearalenona (ZEA) y
genisteina (GEN). Cada tubo conteniendo las heces se agit6 en vortex (Thermolyne®)
y posteriormente se centrifugaron a 1,500 rpm por 1 min a temperatura ambiente. Del
sobrenadante se tomé una alicuota de 100 pL que se transfirié a otro tubo Eppendorf
al que se le agregé una mezcla de éter:cloroformo (2:1 v/v). Los tubos se agitaron
en vortex y la disolucion se transfirié a otro tubo para evaporar hasta sequedad. Este
procedimiento se realizd dos veces. Una vez evaporada la disolucién de extraccion,
a los tubos se les agregaron 50 pL de acetato de etilo:cloroformo (7:3, v/v), luego se
agitaron en vortex y de esta disolucién se tomé una alicuota de 1.5 pL que se aplico
a cromatoplacas de vidrio (20 x 10 cm) cubiertas con gel de silice e indicador para
absorcion de radiacion ultravioleta de 254 nm (Merck®). Las cromatoplacas con los
estandares de los tres FTE (GEN, ZEA y COU) y las muestras a analizar se introdujeron
a una camara cromatografica, previamente saturada con acetato de etilo:cloroformo
(7:3 v/v) como fase mévil. La resolucién de los compuestos se realizé a 25 °C con
humedad relativa del 35% por un lapso de 30 min. Concluida la cromatografia, las
placas se sacaron de la cdmara, dejandolas a temperatura ambiental hasta evaporar los
disolventes organicos. La presencia de manchas fluorescentes en las cromatoplacas
secas fue observada con una l[dmpara de UV (UVGL-25. UVP, Inc. San Gabriel, Cal.)
en un cuarto oscuro. Enseguida se calculé el Rf (Retention factor o factor de retencién)
de cada mancha fluorescente, dividiendo el recorrido de los analitos desde el punto de
aplicacion, entre la distancia que se deja desplazar la fase moévil (frente de solventes) en
la cromatoplaca. El resultado adimensional (sin unidades) de este cociente, o Rf, quedé
entre O (alta polaridad, punto de aplicacion) y 1 (baja polaridad, frente de solventes) en
todos los casos.

Obtencion del patrén temporal de compuestos fluorescentes

La presencia o ausencia de fitoquimicos fluorescentes, se documenté para cada macho
adulto en las cromatoplacas (patron individual). Luego se compararon los patrones
individuales de los que fueron capturados en el mismo mes vy si las manchas individuales
tenian el mismo Rf, se representaron como una sola mancha en un mes en particular
(patron mensual). Los patrones mensuales de manchas fluorescentes con el mismo
RF también fueron acumulados para obtener el patron estacional, conforme a las tres
estaciones del afo incluidas en el trabajo como sigue: primavera: marzo-mayo; verano:
julio y agosto; otono: septiembre. La acumulacién de manchas fluorescentes con el
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mismo Rf en los patrones mensuales también se sigui6 para obtener el patrén del régimen
pluvial, considerando que la temporadas de secas incluye los meses de marzo-mayo y
que la temporada de lluvias abarca los meses de julio-septiembre (Fig. 1a). Los patrones
de los compuestos fluorescentes agrupados por patrén estacional y patron del régimen
pluvial se representan en la figura 2.

Resultados

El esfuerzo de captura fue de 5,040 horas/red para recolectar 30 machos adultos de A.
jamaicensis (tres animales por mes en el 2008, mientras que en el 2009, se atraparon
tres en abril, seis en julio, siete en agosto y cinco en septiembre). De estos individuos,
12 correspondieron a la primavera (marzo-mayo), 13 al verano (julio-agosto) y cinco al
otono (septiembre). Por cuanto al régimen pluvial, se capturaron 18 machos durante
la temporada de lluvias y 12 en la de secas (Fig. 1). Con la excepcién de uno, todos
los machos de marzo presentaron testiculos inguinales, mientras que la totalidad de
los individuos capturados en los dos siguientes meses de la primavera (abril y mayo)
tuvieron testiculos inguinales, por lo que el 94.12% de los machos adultos mostraron
testiculos inguinales durante la temporada de secas (Fig. 1 by c). En cambio, la mayoria
(84%) de los atrapados en la época de Iluvias, la cual incluye los meses del verano-otofo
(julio-septiembre), tenian los testiculos en el escroto, con la excepcion de dos individuos
atrapados en julio (Fig. 1 by c).

Figura 1.  Comporta-
miento  promedio del
clima en Santa Cruz
Xoxocotldn, Oaxaca vy
posicion de los testicu-
los en machos adultos
de Artibeus jamaicensis
examinados. (a) Patrén
promedio de la tempera-
tura y de la humedad
relativa en los anos 2008
y 2009 (http:/www.
tutiempo.net). Conteo
de individuos con sus
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los meses en que fueron
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a las estaciones del afio
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Ver texto.
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Los fitoestrégenos de referencia (FTER: GEN, ZEA 'y COU), utilizados en las cromatoplacas
como estandares de comparacion, presentaron Rf caracteristicos y constantes entre
0.65 y 0.8. Sin embargo, no se recuperaron manchas fluorescentes en ese intervalo en
ninguna de las heces de los 30 machos examinados (Fig. 2). En cambio, si se obtuvieron
manchas correspondientes a compuestos fitoquimicos fluorescentes desconocidos
(CFFD) a partir de las heces de los machos, cuyos Rf se ubicaron por abajo y arriba
del intervalo de los FTER (Fig. 2). Tanto la presencia de los CFFD como sus Rf fueron
consistentes en los dos patrones temporales examinados (Fig. 2), permitiendo obtener
un escenario acumulado de las manchas correspondientes tanto al patrén de las tres
estaciones del afo (primavera = 3 manchas; verano = 1; otono = 2) analizadas como al
del régimen pluvial (temporada de secas = 3; temporada de lluvias = 2).

Rf FTER CFFD PRIMAVERA VERANO oToNO Secas Lluvias

n=3 n=4 mar-may jul-ago sep Prim Ver-Oto

1.00

0.95

0.90 d ° °
0.85

0.80 ZEA

0.75

0.70 GEN

0.65 COu

0.60

0.55

0.50

0.45

0.40

0.35

0.30

0.25

0.20 [¢ ° °
0.15

0.10 b ° ° ° °

0.05 a
0.00

Figura 2. Patr6n temporal, conforme a la estacion del afio y al régimen pluvial, de fitoquimicos fluorescentes, obtenidos
en las heces de 30 machos adultos de Artibeus jamaicensis. Se representa una cromatoplaca tipica, sintetizando la
informacién de 60 cromatografias en capa fina. Los valores de Rf (distancia recorrida por el fitoquimico, respecto del frente
de la fase mévil) indican las posiciones relativas de los fitoestrogenos de referencia (FTER) valorados (ZEA = Zearalenona,
GEN = Genisteina, COU = Coumestrol), asi como de los compuestos fitoquimicos fluorescentes desconocidos (CFFD),
en donde las letras a-d asocian las manchas (¢) con el mismo Rf. Se sefalan las abreviaturas de los meses y estaciones
incluidos en los patrones temporales correspondientes. Ver texto.

En el caso de las estaciones (Fig. 2), se encontraron cuatro CFFD con Rf diferentes (a-d
en Fig. 2). EI CFFD con la mayor polaridad sélo se encontré en el otofio (a, Rf = 0.05),
mientras que el segundo CFFD con mayor polaridad, que fue el Gnico en ser recuperado
durante el verano (b, Rf = 0.1), se obtuvo también en las otras dos estaciones. En cambio,
los dos CFFD obtenidos en la primavera exhibieron polaridades muy diferentes. Uno de
ellos se mantuvo mas cercano a la mayoria de los otros CFFD, aunque ligeramente por
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encimadeellos (c, Rf =0.2). El segundo CFFD de primavera (d, Rf = 0.9) fue el compuesto
menos polar, superando notoriamente el recorrido alcanzado por la mayoria de los otros
CFFD y, aunque se ubicé mas cercanamente a los FTER, tuvo menor polaridad. Cuando
los resultados fueron agrupados con base al régimen pluvial se encontraron tres CFFD
en la temporada de secas (b-d en Fig. 2) que incluye los meses de la primavera (marzo-
mayo), asi como dos mas (a-b en Fig. 2) durante la temporada de Iluvias que incluye los
meses del verano — otono (julio — septiembre).

Discusion

Este es un estudio preliminar en el que nos propusimos verificar si podiamos detectar,
mediante un método cualitativo y preparativo como la TLC, la presencia de FTE en las
heces fecales de A. jamaicensis, asumiendo que si algunas de las frutas (cultivadas y
silvestres) que consumen estos murciélagos los contienen en altas cantidades, podrian
ser detectados en sus heces fecales. Nuestros andlisis no apoyaron la presencia concreta
de GEN, ZEA y COU en las heces de A. jamaicensis y la probable ausencia de estos tres
FTER puede deberse, entre otras razones a: i) que los FTER efectivamente se encuentran
presentes en el alimento del murciélago, pero sus concentraciones no fueron detectables
en sus excretas (partes por millén), mediante el método analitico utilizado (TLC); ii)
que quiza A. jamaicensis si los consume, pero los metaboliza para inactivarlos como
algunos roedores (Bosinovic y Novoa 1997) o se vale de microorganismos para hacerlo
(Miyazawa et al. 2006; Karasov y Martinez del Rio 2007), evitando asi un efecto disruptor,
o iii) que definitivamente no habia este tipo particular de FTER en el alimento consumido
por los individuos analizados, lo cual no implica que no hubiese otros FTE de los grupos
de isoflavonas, lignanos y coumestanos, ya que se ha descrito una gran variedad en
mas de 16 6rdenes de plantas que incluyen unas 63 familias (Ososki y Kennelly 2003;
Mackova et al. 2006).

Por cuanto al método, la TLC ha sido usada en otros estudios con el mismo propdsito
(Pelissero et al. 1991; Lapé€ik et al. 1998; Pearce et al. 2003; Matseliukh et al. 2005;
Miyazawa et al. 2006) en donde también se ha buscado la presencia de COU, ZEA
y GEN, FTE que provocan disrupcion endocrina en la biologia reproductiva de otras
especies (v.gr., Adams 1995; Romero et al. 1997; Mui6z-Mendoza et al. 2002). Sin
embargo, aunque la TLC permite detectar compuestos con diferente polaridad (Pelissero
et al. 1991; Lapéik et al. 1998; Pearce et al. 2003; Matseliukh et al. 2005; Miyazawa
2006), también es un método preparativo para realizar otros analisis cuantitativos a
posteriori de los analitos separados (Mazur et al. 1996; Giriffith y Collison 2001; Wu et
al. 2003). En esa siguiente fase se usan técnicas con mayor sensibilidad, tales como la
cromatografia liquida de alta resolucién en combinacién con luz ultravioleta (HPLC-UV
por convencion del inglés); cromatografia liquida junto con espectrometria de masas
(LC-MS); la dilucién de is6topos por cromatografia de gases y espectrometria de masas
(ID-GC-MS).

Para discernir entre las otras dos posibilidades (ii, iii), es necesario abordar estudios
mas especificos sobre: a) la dieta del murciélago frutero jamaiquino en el area de estudio
y en la vegetacion natural aledana; b) el contenido de estos FTER en las plantas que
efectivamente consume y c) el metabolismo de estos FTER en la especie, asi como su
posible efecto en la biologia reproductiva de la misma. Con base en nuestros resultados,
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tampoco podemos descartar del todo que A. jamaicensis no consuma los FTER porque se
menciona su presencia, especialmente de GEN'y de COU en higos (Lansky y Paavilainen
2011) y sus usos medicinales corresponden al comportamiento de estos compuestos
(Watcho et al. 2009). No olvidemos que los higos son un componente sumamente
importante en la dieta de A. jamaicensis a lo largo de su distribucién (Morrison 1978a
y b, Ortega y Arita 1999; Ortega y Castro-Arellano 2001; Rodriguez-Duran y Vazquez
2001). Ademas, estos compuestos han sido encontrados en todas las especies de frutales
cultivados en el CIIDIR-Oaxaca: nispero (Kim et al. 2009), guayaba (Thomson et al.
2006), ciruela (Igwe et al. 2011), higo (Lansky and Paavilainen, 2011; Kuhnle et al. 2009)
y datiles (Ososki y Kennelly 2003; Kuhnle 2009), asi como en pldtanos (Thompson et
al. 2006; Kuhnle et al. 2009), aguacate (Kuhnle et al. 2009) y mango (Khoo e Ismail
2008; Kuhnle et al. 2009), frutales presentes en los huertos de la zona aledafa al CIIDIR-
Oaxaca. Sin embargo, no se ha realizado hasta ahora ningtn estudio que confirme si la
cantidad de FTE en estas frutas es suficientemente deleznable para no producir efectos
disruptivos en la fisiologia reproductiva del murciélago frutero jamaiquino; de hecho,
tampoco se sabe qué cantidad de FTE seria necesaria para producir una disrupcién en
la especie, o bien, si alguno de estos FTER (COU, ZEA y GEN) realmente le provocan
disrupcion endécrina. Pero es importante recordar que en otro filostomido si producen
alteraciones en su fisiolgia reproductiva (Serrano et al. 2007a).

Por otro lado, la presencia diferencial de manchas fluorescentes (a-d) en las heces,
tanto por estaciones del ano como por temporadas de lluvias y de secas (Fig. 2), tampoco
permite descartar la presencia de isoflavonas, lignanos y/o cumestanos en las heces
A. jamaicesis, compuestos de los cuales derivan los fitoestrégenos (Ososki y Kennelly
2003). El Rf y la fluorescencia de las diferentes manchas detectadas nos permiten
suponer que pudiera tratarse de: a) precursores de FTE; b) otros FTE diferentes a los
analitos de referencia y/o, c) formas modificadas (glucosiladas, sulfatadas o metiladas)
de esos fitoquimicos que son mas facilmente eliminadas por la orina y las heces. Sobre
esto, se menciona (http://cot.food.gov.uk/cotwg/wg_phyto) que las isoflavonas, lignanos
y coumestanos son compuestos hidrofébicos que requieren de cambios en su estructura
antes de poder ser solubles en agua: i) las isoflavonas, al conjugarse con grupos de
glucosa, glucuronatos o sulfatos, aumentan su solubilidad en agua, mientras que la
acetilacion o malonilacién de los conjugados de glucosa y la metilaciéon de la mitad
de la isoflavona pueden alterar su solubilidad: bajo condiciones acidas, las gluconas
pueden desconjugarse para transformarse en agluconas, mientras que bajo condiciones
acidas o basicas, los grupos acetilo y malonilo pueden ser removidos; ademds, los
grupos malonilo se pueden descarboxilar, dando lugar a grupos acetilo; en el cuerpo,
las enzimas del intestino y del higado pueden llevar a cabo estas reacciones durante
el metabolismo; ii) la presencia de grupos prenilo hace que los coumestanos sean
menos solubles que las isoflavonas; iii) los lignanos se presentan como polimeros de
largas cadenas, por lo que sélo después de tratamiento quimico pueden ser vistos como
agluconas o glucésidos (Liggins et al. 2000); los lignanos son convertidos en los FTE
enterolactona y enterodiol por la microflora (Axelson et al. 1982; Setchell y Adlercreutz
1988). Se han propuesto diferentes modelos por los que los organismos pueden estar
metabolizando los FTE (Forbey et al. 2009) y, aunado a eso, la solubilidad de los FTER es
importante, ya que nuestra especie modelo engulle la pulpa de la fruta o forma una masa
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foliar en su boca, extrae los liquidos y expele la mayor parte al vuelo, lo cual le permite
obtener las proteinas suficientes de su alimento y le evita cargar practicamente su peso
al desplazarse (Morrison 1978b, 1980; Herrera et al. 2001).

En cualquier caso, las manchas de los CFFD obtenidas de las heces de A. jamaicensis
en las cromatoplacas, también sugieren que los insumos nutrimentales que conforman
la dieta de este quiroptero filostomido, efectivamente contienen diferentes tipos de
sustancias fluorescentes con un perfil particular, los cuales podrian corresponder a
fitoquimicos del tipo FTE (Serrano et al. 2007b). En este orden de ideas, el hecho de
que el CFFD b tenga un patrén independiente de la estacion o del régimen pluvial (Fig.
2), libera la pregunta de si se trata de algtn fitoquimico presente en frutos y hojas de
plantas residentes en el ambito hogarefno del murciélago y que, por ende, suelen ser
consumidas con mayor frecuencia por él. Tal es el caso de higos del género Ficus sp.
en Panam4, Costa Rica y México (Morrison 1978a y b, 1980; Bonaccorso 1979; Flores-
Martinez et al. 1999-2000; Rodriguez-Duran y Vazquez 2001; Ortega y Steers 2005;
Acosta y Aguanta 2006), o de las hojas del bucare ceibo, Erythrina poeppigiana (Kunz
y Diaz 1995), en Puerto Rico. Por su parte, las estacionalidad de los CFFD a y d para
la temporada seca y del CFFD c para la temporada lluviosa, sugiere la presencia de
fitoquimicos que s6lo se encuentran en la primavera y el verano-otofio, respectivamente.
Considerando el ambito hogarefio que se ha mencionado para el murciélago frutero
jamaiquino en su busqueda de alimentos (Morrison 1978a 'y b, 1980), es posible que las
plantas silvestres que pudieran contener estos compuestos se localicen en un radio de 3
km a 10 km, o mas, y que muestren cambios fenoldgicos entre las temporadas de secas
y de lluvias. De hecho, el bajo éxito de captura en este trabajo indica que sé6lo algunos
individuos se aventuran alimentarse de los frutales en los huertos del CIIDIR-Oaxaca,
mientras que la mayoria aparentemente permanece buscando sus alimentos en las zonas
aledanas de vegetacion conservada o alterada, en donde estan presentes plantas como
las mencionadas.

Lo que también resulta evidente de nuestro estudio, es que el patrén temporal de
la presencia de CFFD en las heces de A. jamaicensis bien puede estar asociado a sus
eventos reproductivos en la zona de estudio. Las variaciones en el perfil de los CFFD,
detectados en las heces de los machos adultos del murciélago frutero jamaiquino
coinciden claramente con el cambio en la posicion de sus testiculos. Asi, mientras
que los tres CFFD de la temporada de secas (a, b y d), que corresponde a la primavera,
estan asociados con la posicién inguinal de los testiculos en la mayoria de los machos
adultos, los dos CFFD (b y c) de la temporada de lluvias, que integra los meses de
verano y otono incluidos, lo hacen con la posicién escrotal de los testiculos en casi
todos los machos adultos. Si se considera la posicién de los testiculos como indicativa
de su estado reproductivo (Montiel et al. 2011), se podria derivar que en la zona del
estudio, los machos se encuentran sexualmente activos durante las lluvias e inactivos
en la época seca, respectivamente. En otra poblacion de A. jamiacensis en una selva
caducifolia, alterada por cultivos, en Yucatdn (Ortega y Arita 1999; 2005), también los
machos reproductores presentan los testiculos en el escroto, tanto durante la transicion
de la época seca a la de lluvias como en el momento en que las [luvias son mas copiosas.
Es en estas condiciones cuando precisamente también ocurren el apareamiento y los
nacimientos, ya que coinciden con el reverdecimiento de las hojas y la presencia de frutos
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(Ortega y Arita 1999; 2005). En Panamd, la especie que corresponde al dosel arbéreo de
selva tropical, también tiene un comportamiento poliéstrico estacional con su actividad
reproductiva sincronizada con la fluctuacién del régimen pluvial (Bonaccorso 1979). En
cambio, la presencia de A. intermedius, en un humedal costero marcadamente estacional
al NW de Yucatan, parece condicionar que el patrén poliéstrico del murciélago frutero
jamaiquino sea independiente del régimen pluvial (Montiel et al. 2011). Nuestros datos
sobre la posicién de los testiculos, sugieren que en la zona de este estudio, A. jamaicensis
tendria un patrén monoéstrico estacional, pero ademds de contar con informacién mds
precisa de los machos tales como la produccién y/o contenidos de hormonas sexuales,
asi como la presencia de espermatozoides en epididimo vy testiculos (Salame-Méndez
et al. 2004, 2008), es necesario obtener la informacién respectiva de las hembras para
poder concluir definitivamente sobre esto.

Finalmente, aln cuando nuestros resultados son preliminares y, por lo mismo, no
permiten establecer una respuesta concreta a las interrogantes planteadas en un inicio
con base en los FTER, en cambio si dan pauta a que se continlen otros estudios que
aborden preguntas como estas: ;habra FTE en el alimento de A. jamaicensis? Y de ser
el caso ;qué procesos bioquimicos son los “encargados” de inactivarlos? (Forbey et al.
2009). Al igual que en otras especies de herbivoros, j;sera determinante la participacion
de los microorganismos de su flora intestinal para catabolizar a los FTE (Rowland 1988;
Karazov y Martinez del Rio 2007)? O bien, ;serad posible que la forma de comer de la
especie (Morrison 1978a) evite que, atin de haber FTE en las plantas que consume, no
entre en contacto con ellos, ya que si éstos no son solubles, se quedan en los restos de
alimento que expele el animal? Ademas, de ser el caso, jcudles podrian ser los efectos
de los FTE sobre A. jamicensis? Ya que los FTE pueden afectar desde la conducta hasta
la morfo-fisiologia como es el impactante caso de la lactancia en machos del mega-
murciélago frutero Dyacopterus spadiceus (Fackelmann 1994; Francis et al. 1994; Kunz
y Hosken 2009). La solucién a este tipo de preguntas con un enfoque bioquimico
y/o microbiolégico permitird conocer otros aspectos relevantes de la ecofisiologia
de los quirépteros frugivoros, para entender cémo se establece el balance adaptativo
obligatorio para que se cumplan sus necesidades alimentarias, por un lado, y para que
se lleve a cabo su perpetuacién, por el otro. Vistos como adaptacion, ambos procesos
(metabolismo de fitoquimicos y reproduccién) son centrales al tema particular de la
herbivoria y al tema mas general de la relacién planta-animal, ya que la variacion de
la accesibilidad, del tipo, la calidad y la cantidad de nutrientes vegetales disponibles
para los herbivoros esta relacionada con los cambios fenolégicos de la vegetacion a
lo largo del tiempo en sus zonas de forrajeo; por ende, esta variacion de los recursos
alimenticios repercute en los procesos fisiol6gicos de los herbivoros, involucrados ya
sea con su capacidad para soportar las épocas de secas, o que coadyuvan a desarrollar
sus eventos reproductivos (McNab 2002). Como a su vez, la cantidad y calidad de los
insumos de nutrientes y minerales cambian tanto estacionalmente como a lo largo del
dia (Weller y Cooper 2001; Moya Rodriguez et al. 2002; Ceconil et al. 2008), debido
a variaciones metabdlicas en las plantas, los herbivoros deben ser muy eficientes para
obtener los nutrientes necesarios, pero también para inactivar las substancias nocivas
que pueden ingerir (Karasov y Martinez del Rio 2007); es decir, que los herbivoros
requieren de plasticidad espacio-temporal adaptativa para mantener su homeostasis,
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de tal manera que puedan evitar disrupciones fisiolégicas, asociadas a diversos tipos de
estrés (McNab 2002), lo cual puede estar relacionado con su metabolismo y/o con su
conducta (Fackelmann 1994; Francis et al. 1994; Kunz y Hosken 2009).
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