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RESUMEN

México cuenta con 18 especies del género Ambystoma, de las cuales 16 son
endémicas y 15 se encuentran en alguna categoria de riesgo, como lo es el caso de la especie
Ambystoma granulosum cuyas poblaciones en vida silvestre han disminuido en los ultimos
afios debido a presiones ambientales y antropogénicas, por lo que se encuentra clasificada
en la Norma Oficial Mexicana 059-SEMARNAT-2010 como especie bajo Proteccion especial
(Pr), a nivel internacional se encuentra incluida en la Lista Roja de Especies Amenazadas
como especie en Peligrocritico (CR). La aplicacion de técnicas de reproduccién asistida ha
permitido preservar la biodiversidad animal, por lo que es importante desarrollar y aplicar
métodos que permitan la obtencion, conservacion y uso de gametos; es por ello que la
recuperacion espermatica postmortem, la criopreservacion y el almacenamiento de
espermatozoides epididimales son técnicas importantes para preservar los gametos y obtener
reservas de material genético de animales de interés como el ajolote. Por ello, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar macroscopica y microscopicamente el contenido espermatico del
ajolote Ambystoma granulosum a diferentes horas postmortem. Para la evaluacion seminal se
utilizaron cinco organismos recién muertos de la especie A. granulosum, los cuales no se
mantuvieron en refrigeraciobn ni en congelacién. Las muestras del material seminal
postmortem fueron incubadas en cuatro tiempos 0, 24, 48 y 72 h. Posteriormente se
observaron algunas caracteristicas del semen como el color, pH, movimiento y porcentaje de
viabilidad, mediante la tincién eosina-nigrosina. Las variables macroscoépicas en los conductos
deferentes y epididimo de A. granulosum en diferentes regiones de los compartimientos
gonadales tuvieron una coloracion similar, pero a través del tiempo ésta cambid, de lechoso
a las 0 h hasta una coloracion amarilla a las 72 h. El pH se mantuvo constante con un valor
de 7 para todas las regiones y tiempos. En cuanto al movimiento se observé que es mayor en
los conductos deferentes a las 0 h disminuyendo hacia las 24 h y posteriormente un
decremento hasta un movimiento igual a 0 a las 48 y 72 h; en las regiones del epididimo no
se detectd ningln movimiento en ningun tiempo. Para los valores promedio de viabilidad se
determiné que hay diferencias significativas en todas las regiones excepto en CDMED
(P<0.05). La mejor viabilidad en los conductos deferentes se encuentra en la region CDCAU
a las Oh con un valor promedio de 99% y la menor viabilidad en la regién CDCR a las 48h con
tan solo el 70.66%. Para el epididimo la region ECO es donde hay mas viabilidad con el 98%,
y la menor en las regiones de ECA y ECU con una viabilidad promedio del 73% a las 72h. De
acuerdo a lo anterior, es necesario generar programas en cuanto al manejo del contenido
seminal de especies como el ajolote, lo cual sera una estrategia para la reproduccién en
cautiverio y para la crio preservacion espermética de dicha especie.

Palabras clave: ajolote, conductos deferentes, epididimo, espermatozoides, postmortem,
viabilidad.
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1 INTRODUCCION

Los anfibios son un grupo de organismos, que existe desde hace 350 millones
de afos, siendo la clase de vertebrados terrestres mas antigua del mundo. En la
actualidad, se encuentran registradas 8,384 especies de anfibios a nivel mundial,
ranas, sapos, salamandras, tritones y cecilias se podrian considerar cosmopolitas,
pues estan presenten en todos los continentes con excepcion de la Antartida. En
particular, México cuenta con 411 especies de anfibios, de los cuales 252 especies
posee un alto grado de endemismo con 158 especies que pertenecen al orden
Caudata (Mattoon, 2000; Llorente-Bousquets y Ocegueda, 2008; AmphibiaWeb,
2021). Desafortunadamente a nivel global, se considera que los anfibios estan
sufriendo la peor crisis de extincion de toda su historia, su tasa de declive supera a
la de otros vertebrados. Actualmente, en México 164 especies de anfibios estan en
riesgo de desaparecer, una situacion muy alarmante pues es el equivalente al 43%
de la diversidad total (Stuart et al., 2004; Parra-Olea et al., 2014). En cuanto al Orden
Caudata, México alberga 18 especies del género Ambystoma, de las cuales 16 son
endémicas y 15 se encuentran en alguna categoria de riesgo, un ejemplo de esto es
Ambystoma granulosum cuyas poblaciones en vida silvestre han disminuido en los
Ultimos afios debido a presiones ambientales y antropogénicas, por lo que se
encuentra clasificada en la Norma Oficial Mexicana 059-SEMARNAT-2010 como
especie bajo Proteccién especial (Pr) (SEMARNAT, 2010), a nivel internacional se
encuentra incluida en la Lista Roja de Especies Amenazadas por la Union
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN) como especie en Peligro

critico (CR) (IUCN, 2021). Una de las estrategias de conservacion de la vida silvestre

es el mantenimiento de colonias en cautiverio en tanto la restauracién de su medio
no sea el adecuado y sus poblaciones naturales sean reducidas, por lo que la
reproduccion ex situ es una de las alternativas para la conservaciéon de especies que
se encuentran en riesgo, esta condicion se ha planteado como respuesta ante crisis
de conservacion (Gascon et al., 2007). Este tipo de decisiones son aceptadas
cuando las poblaciones en inminente peligro de desaparecer son manejadas
adecuadamente, pues de esta forma se asegura su permanencia fuera de su

ambiente natural, mientras a la par se realizan acciones de recuperacion del habitat
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o al menos se detengan las causas que ocasionan su desaparicion. Esto se lleva a
cabo con desarrollo, promocion, coordinacion y apoyo de estrategias de trabajo,
estudio, investigacién, manejo y reproduccion de especies silvestres (Lascurain et
al., 2009; SEMARNAT, 2018). Al respecto, en México se considera que las especies
prioritarias de atencion son aquellas que se encuentran en riesgo, en términos de
pérdida de la biodiversidad se auna el grado de endemismo, por lo cual es imperante
conocer aspectos basicos de la reproduccion como, por ejemplo, A. granulosum y A.
lermaense especies amenazadas y endémicas de las cuales es posible su
reproduccion ex situ bajo condiciones controladas (Aguilar-Miguel et al., 2009).

La aplicacion de técnicas de reproduccion asistida ha permitido preservar la
biodiversidad animal, por lo que es importante desarrollar y aplicar métodos que
permitan la obtencién, conservacion y uso de gametos; sin embargo, la principal
causa por la que se ha impulsado el desarrollo de estas técnicas en la recuperacion
de gametos ante la muerte imprevista de animales de alto valor genético ya sea de
interés zootécnico, animales en vias de extincidon o especimenes en zoologicos; es
por ello que las investigaciones han dirigido sus esfuerzos a la preservacion de
gametos con el fin de crear bancos de material genético para ser usado en el futuro
(Gomendio et al.,, 2006; Tittarelli et al., 2007). La recuperacion espermatica
postmortem, la criopreservacion y el almacenamiento de espermatozoides
epididimales son técnicas importantes para preservar los gametos y obtener
reservas de material genético en animales de interés. La recuperacion de
espermatozoides epidimales es viable y muy util con respecto a las dificultades que
implica la recoleccion de semen en animales silvestres. Sin embargo, existen
diversos aspectos que influyen en este procedimiento como son: la viabilidad de los
espermatozoides epididimales, que depende del tiempo transcurrido desde la muerte
hasta la recuperacion y procesamiento de la muestra, en relacién con la calidad de
los espermatozoides y la capacidad fecundante de los espermatozoides (Tittarelli et
al., 2007; Armas, 2009). Por ello el objetivo de este trabajo es evaluar macroscopica
y microscopicamente el contenido espermatico del ajolote Ambystomagranulosum en

diferentes horas postmortem.
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2 REVISION DE LITERATURA
2.1 Aspectos generales de Ambystoma

En el mundo existen alrededor de 8,384 especies de anfibios, distribuidos en
todos los ambientes terrestres y de agua dulce, pero ausentes en los habitats mas
frios 0 secos del planeta (Frost et al., 2006; AmphibiaWeb, 2021). En la actualidad a
nivel mundial existe una crisis de extincion de anfibios muy preocupante ya que 1,856
especies se encuentran amenazadas, 168 especies se han extinto y un 43 % de sus
poblaciones se encuentra en declive (Stuart et al., 2004; Aguilar-Miguel et al., 2009;
AmphibiaWeb, 2021). Es por ello por lo que la comunidad cientifica ha planteado
como respuesta a esta crisis una estrategia de conservacion, la cual consiste en su
reproduccion ex situ (Gascon et al., 2007).

México ocupa el quinto lugar a nivel mundial en riqueza de anfibios con 411
especies equivalentes al 10% de la herpetofauna mundial lo que representa una
riqueza excepcional (Flores-Villela y Canseco-Marquez, 2004; AmphibiaWeb, 2021).
Los anfibios contribuyen considerablemente a que México sea considerado un pais
megadiverso, ya que el 70% de sus especies poseen un alto grado de endemismo
(Parra-Olea et al., 2014).

El género Ambystoma incluye 33 especies de ajolotes que se distribuyen
desde el sur de Alaska, Canada, Estados Unidos y el borde del Altiplano mexicano.
México cuenta con 18 especies del género Ambystoma, de las cuales el 88% son
endémicas y el 83% se encuentran en alguna categoria de riesgo (Frost et al., 2006;
Parra-Olea et al., 2014; AmphibiaWeb, 2021)

En particular, Ambystoma granulosum es una especie endémica del Estado
de Meéxico, por lo que se han iniciado investigaciones sobre su biologia de
reproduccion ex situ bajo condiciones de laboratorio, como estrategia de
conservacion (Aguilar-Miguel et al., 2009). El ajolote granulado Ambystoma
granulosum es una especie de suma importancia desde el punto de vista biolégico
debido a que presenta heterocronia; proceso en el que hay un cambio en el tiempo
de desarrollo (Wakahara, 1996). Por otra parte, esta especie es usada como fuente

de alimento, elaborando diferentes platillos, por ello se busca divulgar mas sobre
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esta especie y dar a conocer el valor que tiene culturalmente y lo que implica que se
encuentre en riesgo (Velarde, 2012).

2.2 Taxonomia

Los anfibios son un grupo muy diverso de vertebrados distribuidos en tres
Ordenes (Anura: sapos Yy ranas, Caudata: salamandras y Gymnophiona: cecilias)
(Parra-Olea et al., 2014). Ambystoma granulosum fue descrito por primera vez por
Taylor en 1944, perteneciente al orden Caudata (Taylor, 1944) y a la familia
Ambystomatidae cominmente son conocidos como ajolotes, se caracterizan por
tener cuerpo robusto, largo y una cola comprimida lateralmente, en su mayoria los
adultos son terrestres en su etapa adulta y presentan pulmones bien desarrollados,
mientras que las etapas larvales son acuaticas y tienen tres pares de branquias
externas (Canseco-Méarquez y Gutiérrez-Mayén 2010). Su descripcion taxonémica
es la siguiente (SEMARNAT, 2018):

Reino Animalia

Phylum Chordata

Clase Amphibia

Orden Caudata

Familia Ambystomatidae

Genero Ambystoma

Especie A. granulosum (Taylor, 1944)

2.3 Distribucién Geogréfica

Esta especie se distribuye al Noreste de la ciudad de Toluca y Estado de
México aproximadamente a 3 000 msnm (SEMARNAT, 2018). Se tienen registros en
trece Municipios del Estado de México: Aculco, Almoloya de Juarez, Atlacomulco,
Chapa de Mota, El Oro, Ixtlahuaca, Jococtitlan, San Felipe del Progreso, Toluca, Villa
de Allende, Villa Victoria y Zinacantepec (Figura 1) (Aguilar-Miguel y Casas-Andreu,
2005)
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Figura 1. Distribucion de la especie Ambystoma granulosum (Fuente:
SEMARNAT, 2018)

2.4 Descripcion de Ambystoma granulosum

El ajolote A. granulosum, se distingue por presentar neotenia facultativa es
decir puede llegar a completar la metamorfosis a salamandra, si es sometido a
diferentes situaciones de estrés. Durante su etapa de larva su aleta dorsal surge del
nivel de la base de las branquias; y en los juveniles, forma una curva continua hasta
el final de la cola; la parte dorsal mas elevada se encuentra cerca de la base de la
cola; la elevacion de la parte subcaudal de la aleta suele ser menor que la dorsal,
aunque en algunos ejemplares tiende a ser igual a la dorsal; la membrana es un poco
mas extensa en juveniles que en adulto. Hay algunos pigmentos en la aleta caudal,
especialmente cerca de la punta y en la parte inferior.

Las medidas morfométricas de una larva adulta son de Longitud total de 20.7
cm 23, Longitud Hocico Cloaca de 8.1cm £9.2 y Longitud de la Cola 6.2 cm £7.7
(Aguilar-Miguel y Casas-Andreu, 2009; SEMARNAT, 2018), presentan una
coloraciéon amarillo-olivo oscuro, con manchas dorsales negras en todo el cuerpo y
cola, la parte dorsal tiene una tonalidad mas oscura y en la region ventral en tono

amarillo opaco, con pocas marchas en el dorso y las partes laterales. En algunas
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ocasiones las larvas son ligeramente verdes con pocas o sin manchas en el cuerpo
(Aguilar-Miguel y Casas-Andreu, 2005; CONABIO, 2016).

2.5 Conservacion de la Especie

Actualmente, en México 164 especies de anfibios estdn amenazadas o
critcamente amenazadas (Parra et al, 2014). Las poblaciones de A. granulosum en
vida silvestre han disminuido en los dltimos afios principalmente por presiones
ambientales y antropogénicas. Por lo que se encuentra clasificada en la Norma
Oficial Mexicana 059-SEMARNAT-2010 como especie bajo Proteccion especial (Pr)
(SEMARNAT, 2010), asi mismo aparece en la Lista Roja de Especies Amenazadas
de la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) como especie
en Peligrocritico (CR) (SEMARNAT, 2018; IUCN, 2021). Debido a esta situacion, se
han buscado estrategias para la restauracion de su habitat, asi como la conservacion
de la diversidad de las especies endémicas que se encuentran en alguna categoria
deriesgo o peligro de extincién, una estrategia viable es su reproduccién y crianza
ex situ. La reproduccién es una importante herramienta para la comprension de su
biologia y tiene como propdsito la conservacion de las especies, pero actualmente el
namero de anfibios reproducidos y criados en cautiverio es minimo (Aguilar-Miguely
Casas-Andreu, 2005; Aguilar-Miguel et al., 2009; Wildt, 2009; Ananjeva et al., 2015;
Jiménez et al., 2017)

2.6 Reproduccion en Ambystoma ssp.

Su reproduccion es sexual y se lleva a cabo en temporada de invierno y
primavera. (Armstrong y Gillespie, 1989). Durante el cortejo el macho realiza un ritual
para atraer a la hembra (Mena-Gonzalez y Montes de Oca, 2014). Su fecundacion
es interna, el macho deposita su esperma en un saco llamado espermatéforo, este
consiste en una capa de esperma secretada por las glandulas cloacales del macho,
posteriormente la hembra se coloca encima de él para poder recoger en su cloaca
donde permanece, para que los 6vulos puedan ser fecundados hasta el momento
del desove (Armstrong y Gillespie, 1989). Teniendo una fecundidad del 40 al 90%
(Aguilar-Miguel et al., 2009)
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Los ajolotes maduran aproximadamente al afio. Los machos adultos pueden
ser identificados por la presencia de grandes glandulas bulbosas cloacales
(g6nadas) localizadas bilateralmente en la base de la cola (Muske, 1995). Por lo
general la ovoposicion consta de 100 a 600 huevos por puesta, dependiendo de la
edad de la hembra. El tiempo de incubacién de los huevos dependera de la
temperatura ambiental, pero normalmente puede oscilar entre los 12 y los 18 dias
(Mena-Gonzalez y Montes de Oca, 2014).

Los ajolotes alcanzan su madurez sexual en forma larval acuética (conocido
como neotenia). Usualmente esto ocurre entre el afio y afio medio de edad. Pueden
alcanzar hasta 30 cm de longitud y vivir hasta diez o doce afios en promedio (Mena-

Gonzalez y Montes de Oca, 2014).

2.7 Epididimo y Conducto Deferente

El epididimo es el primer conducto externo que sale de los testiculos, esta
unido longitudinalmente a la superficie de los testiculos, junto con éstos esta
encerrado en la tunica vaginal que es un 6rgano fibroso, compacto y externo pero
adherido a la tunica albuginea del testiculo y cubierto por una subdivisién de ésta.
Anatémicamente el epididimo consta de tres partes bien definidas: cabeza, cuerpoy
cola (Bearden y Fuquay, 1982). El cuerpo del epididimo se extiende a lo largo del eje
longitudinal del testiculo éste es mas delgado y recto, que pasa de forma inmediata
junto con la tunica albuginea hacia el extremo mas distal del testiculo, posteriormente
se vuelve sobre si misma para formar el conducto deferente (Robaire y Orgebincrist,
2006).

La estructura anatdbmica mas relevante desde el punto de vista reproductivo
es la cola del epididimo, ya que actia como reservorio de espermatozoides hasta
gue se produce la eyaculacion y desemboca en una estructura tubular recta que es
el conducto deferente que también cumple funciones de almacenamiento de

espermatozoides (Figura 2.) (Hewitt, 2000).
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Figura 2. Anatomia general del sistema urogenital de Urodelos (Modificado
de BUAP, 2017)

2.8 Espermatogénesis

El ciclo reproductor en ajolotes inicia con una espermatogénesis de tipo
longitudinal, con division de las células germinales de manera sincronica formando
quistes que presentan divisiones de espermatogonias, espermatocitos primarios y
espermatocitos secundarios de octubre a diciembre y la espermiogénesis de enero
a marzo, finalmente se observan espermatozoides en testiculos de marzo a
septiembre (Aguilar-Miguel et al., 2009).

Por lo tanto, en primavera es la época de renovacion del tejido germinal en la
génada masculina. También es la temporada de reproduccion activa, y los
espermatozoides almacenados en los conductos deferentes del invierno anterior se
depositan en espermatoforos. En mayo y junio, surge una nueva generacion de
espermatogonias secundarias a partir de espermatogonias primarias que han
proliferado en regiones donde los quistes viejos se rompieron y degeneraron. La
meiosis comienza a finales de junio o principios de julio. La espermiogénesis

comienza en julio y los espermatozoides estan presentes en agosto. En el otofio y
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los primeros meses de invierno, los espermatozoides se liberan en los conductos
deferentes y los quistes rotos se degeneran. El peso de la gonada disminuye a
medida que la salamandra reabsorbe la mayor parte del tejido en degeneracion en
preparacion para un nuevo ciclo reproductivo (Armstrong y Malacinski, 1989)

2.9 Evaluacion seminal

El analisis seminal o espermograma incluye una serie de pruebas que evaltan
las funciones de la célula espermatica. Como resultado del andlisis seminal se puede
calificar a la muestra como apta o no para su uso (Woelder, 1990). Las pruebas
disponibles para la evaluacion seminal macroscopica son las siguientes:

a) Color: es una percepcion visual y un fenémeno fisicoquimico asociado a
las innumerables combinaciones de la luz (Moratto et al., 2001).

b) Valoracién pH: el pH del semen recién eyaculado se encuentra proximo a
7.4+0.2, al igual que otros fluidos organicos, y cuando se reduce este pH al mismo
tiempo se reduce el metabolismo energético del espermatozoide y su motilidad
(Gadea, 2003).

En el caso de la evaluacién microscopica se considera:

a) Motilidad: La motilidad del esperma ha sido considerada como un criterio
importante en la evaluacion de la fertilidad, el objetivo de la estimacion de la motilidad
del esperma es determinar la proporcion de espermatozoides méviles y la proporcion
del moviendo progresivamente, es decir, moviéndose activamente hacia adelante. El
apego abaxial de la pieza media de la cabeza del espermatozoide puede producir un
cierto movimiento circular en espermatozoides normales. Tradicionalmente, la
evaluacion ha dependido de las estimaciones subjetivas de las caracteristicas de la
motilidad de esperma utilizando un microscopio. Este método es barato y facil de
usar; sin embargo, tiene la desventaja de que las estimaciones de la motilidad de
espermatozoides pueden variar entre los examinadores, que pueden estar sesgados
en un sinnimero de maneras (Malmgren, 1997).

b) Viabilidad: El procedimiento mas habitual utilizado para la valoracion de la
vitalidad son las técnicas de tincion que permiten diferenciar los espermatozoides

vivos de los muertos debido a la permeabilidad de la membrana plasmatica a los
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colorantes vitales; por lo tanto, aquellas células que presentan una membrana plasmatica
funcional no permiten el paso del colorante, mientras que, si esta alteradael colorante
penetrara en el interior de la célula, el método mas tradicional en la tincion es con eosina-
nigrosina, donde las células vivas se ven de color blanco sobreun fondo purpura, mientras

gue las células muertas se tifien de color rosa (Silva et al., 1996).

c)

d) Morfologia espermética: Es evaluada usando varias técnicas y tinciones,
como la eosina-nigrosina, azul tripan, Giemsa, Papanicolaou y Diff. Dado que
algunas de estas tinciones pueden ser imprecisas, un método alternativo consiste en
fijar la muestra de espermatozoides con formol, y analizar la muestra con el

microscopio de contraste de fase (Foote, 2002).

3 OBJETIVO GENERAL

Analizar macroscoépica y microscopicamente el contenido espermatico del
ajolote Ambystoma granulosum en diferentes compartimentos gonadales y tiempos

postmortem.

4 OBJETIVOS PARTICULARES

= Determinar el pH y color del esperma obtenido de la cola de epididimo y
conductos deferentes de Ambystoma granulosum en diferentes tiempos

postmortem.

» Determinar la viabilidad espermatica mediante el nUmero de espermatozoides
vivos de la cola de epididimo y conductos deferentes del ajolote Ambystoma

granulosum en diferentes tiempos postmortem.

» Evaluar la movilidad y de los espermatozoides de la cola de epididimo y
conductos deferentes del ajolote Ambystoma granulosum en diferentes

tiempos postmortem.
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5 METODOLOGIA

El presente trabajo de servicio social se realiz6 de forma remota, a través de

diferentes plataformas digitales. Las actividades realizadas comprenden la
integracion y analisis de una base de datos prexistente desde casa, sobre los
ensayos previos de la obtencion y evaluacion macroscopicamente 'y
microscépicamente del contenido espermético en diferentes compartimentos
gonadales y tiempos postmortem del ajolote Ambystoma granulosum los cuales
fueron realizados en el Laboratorio de Limnobiologia y Acuicultura de la Universidad
Autonoma Metropolitana UnidadXochimilco, situado en la planta baja del edificio W

laboratorio 002, dicha base fue proporcionada por las asesoras del presente trabajo.

5.1 Descripcion de los datos

Los datos obtenidos del ensayo fueron organizados en una base de datos.
Dicha informacion corresponde al sitio de colecta, peso, largo de los 6rganos extraidos
(epididimo y conductos deferentes), asi como los datos sobre la evaluacionseminal
como: viabilidad, pH, color, olor, y motilidad de los diferentes tiempos postmortem (O,
24,48y 72 h).

5.2 Analisis estadistico

Se realizd una comparacion de la viabilidad de los espermas del conducto
deferente y epididimo en cada uno de los tiempos postmortem, por medio de un
ANDEVA considerando un alfa de 0.05 (Zar, 1999).

5.3 Evaluacién Seminal

Para la evaluacion seminal se utilizaron ocho organismos recién muertos de
ajolote de la especie Ambystoma granulosum, los cuales no se mantuvieron en
refrigeracion ni en congelacién. Las muestras del material seminal postmortem fueron
tomadas en cuatro tiempos 0, 24, 48 y 72 horas. La diseccién consistié en un corte en
la vena yugular antes de los 30 segundos después de la insensibilizacion; se realizé
un corte transversal al organismo con ayuda de un bisturi, posteriormente se

extrajeron los testiculos y los conductos deferentes, para su posterior analisis en los
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tiempos de 24 y 48 horas. Los testiculos y conductos deferentes fueron puestos en
tubos Eppendorf de 5 ml con solucién Hartmann para su conservacion. Posteriormente
se observaron algunas caracteristicas del semen como el color, pH, movimiento y

porcentaje de viabilidad, esto con ayuda de la tincion eosina-nigrosina.

6 RESULTADOS

Los valores promedio de las biometrias de A. granulosum para los testiculos y
conductos deferentes se muestran en la tabla 1; para el caso de los testiculos el valor
mas alto de peso registrado corresponde al testiculo derecho siendo de 0.58 g, y una
longitud total de 27.56 mm y una longitud- ancho de 6.68 mm; mientras que el
conducto deferente derecho presenta mayor peso y longitud total que el conducto

izquierdo, por otra parte, la longitud- ancho es similar en los conductos.

Tabla 1. Valores promedio de las mediciones de testiculos y conductos deferentes
de la especie A. granulosum.

Peso Longitud total Longitud-ancho
Izquierdo 0.44 £0.19 25.89 +5.72 6.29+2
Testiculo
Derecho 0.58 £ 0.26 27.56 + 6.28 6.68 + 1.66
Conducto Izquierdo 0.08 £ 0.04 56.85 +10.39 1.17+0.38
deferente
Derecho 0.21 +0.34 62.64 + 12.33 1+0.41

* Las mediciones de testiculos y conductos deferentes fueron registrados de ocho organismos con un
peso promedio de 86.53 + 14.99, una longitud total 23.67 £ 2.01 y una longitud hocico-cloaca 13.76 £
3.28.

En la tabla 2 se muestran los valores promedio de las longitudes de las zonas
del espermatozoide obtenidas en este estudio de A. granulosum, comparandolas con
mediciones realizadas por Barrera- Rojas et al. (2015) en las especies Ambystoma
mexicanum y Ambystoma velasci, de acuerdo a la comparacion se observa que
existen diferencias significativas (P<0.05) entre las tres especies. La especie A.
granulosum presenta el valor mas alto de longitud de la cabeza, seguido de A.
mexicanum, mientras que A. velasci tiene la longitud menor, en cuanto a la longitud

de la cola A. mexicanum tiene una mayor longitud, seguido de A.granulosum. En el
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caso de la longitud total del espermatozoide se observa que A. mexicanum tiene

mayor longitud, mientras que la longitud intermedia es mayor en A. granulosum.

Tabla 2. Valores de las longitudes de las zonas del espermatozoide de tres especies
de ajolote en etapa de reproduccion (P <0.05).

Parametros Especies de ajolote
(um) A. granulosum A. mexicanum* A. velasci* P

Longitud total 496.08 +18.87 510.48 +36.05 463.69 +24.53 0.1207
Longitud 131.94 +5.76 124.94 +6.77 114 +3.61 0.0002
cabeza
Longitud 14.06 +1.65 12.94 +1.80 11.68 +1.44 0.1262
intermedia
Longitud de la 350.08 +18.63 372.64 +33.19 338.01 +23.96 0.0255
cola

*Valores reportados en Barrera- Rojas et al. (2015)

Las partes completas del espermatozoide de A. granulosum se observan en la
figura 3, en donde se identifican 5 partes; la cabeza, es alargada y estrecha en la parte
de adelante con forma de lanza, la pieza intermedia es la regidén que une la cabeza y
el flagelo y es estrecha, posteriormente se identifica la membrana del flagelo que tiene
forma de ondas y se extiende a lo largo del flagelo y por ultimo se observa la pieza

final que es delgada y no posee membrana.

M
>

Pl
= 2

Pf
«

Figura 3. Partes de un espermatozoide de A. granulosum visto a 100X y teflido con eosina- nigrosina.
(C) Cabeza, (PI) Pieza Intermedia, (MF) Membrana del Flagelo, (F) Flagelo, (Pf) Pieza final.
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Las variables macroscépicas en conductos deferentes (Tabla 3) y epididimo
(Tabla 4) de A. granulosum tomadas en diferentes regi

ones y tiempos postmortem, se puede observar que el color del contenido
seminal es similar en todas las regiones, tanto del conducto deferente como del
epididimo, siendo de color lechoso a las 0 h alcanzando una coloracion mas fuerte a
las 72 h de un color amarillo; asi mismo el pH fue neutro (7) en las diferentes regiones
del conducto deferente y epididimo. Para el caso del movimiento, se observé que en
los conductos deferentes a las 0 horas hay un mayor movimiento de los
espermatozoides y este va disminuyendo en las posteriores horas postmortem (24, 48
y 72 h) hasta ser nulo, por otro lado, en las regiones del epididimo no se detectd ningdn
movimiento en ninguno de los tiempos postmortem. En la figura 4 se observan
espermatozoides de A. granulosum a diferentes horas postmortem, del conducto

deferente y epididimo.

Tabla 3. Variables macroscopicas del contenido seminal del ajolote A. granulosum de
diferentes regiones del conducto deferente (craneal, medial y caudal) en tiempos
posmortem.

Variables Conducto Deferente regidn craneal
Tiempo (h)
0 24 48 72
Color Lechoso Blanco-Amarillo Amarillo-Blanco Amarillo
pH 7 7 7 7
Movimiento 4 1 0 0

Conducto Deferente region medial

Tiempo (h)
0 24 48 72
Color Lechoso Blanco-Amarillo Amarillo-Blanco Amarillo
pH 7 7 7 7
Movimiento 4 1 0 0

Conducto Deferente region caudal

Tiempo (h)
0 24 48 72
Color Lechoso Blanco-Amarillo Amarillo-Blanco Amarillo
pH 7 7 7 7
Movimiento 5 1 0 0
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Tabla 4. Variables macroscépicas del contenido seminal del ajolote A. ranulosum en
diferentes regiones del epididimo (cabeza, cuerpo y cola) en tiempos posmortem.

Variables Epididimo region de la cabeza
Tiempo (h)
0 24 48 72
Color Lechoso Blanco-Amarillo Amatrillo-Blanco Amarillo
pH 7 7 7 7
Movimiento 0 0 0 0

Epididimo region del cuerpo

Tiempo (h)
0 24 48 72
Color Lechoso Blanco-Amarillo Amatrillo-Blanco Amarillo
pH 7 7 7 7
Movimiento 0 0 0 0

Epididimo regién de la cola

Tiempo (h)
0 24 48 72
Color Lechoso Blanco-Amarillo Amarillo-Blanco Amarillo
pH 7 7 7 7
Movimiento 0 0 0 0
UAM Xochimilco Licenciatura en Biologia
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Figura 4. Espermatozoides de A. granulosum, tefildos con eosina-nigrosina obtenidos a
diferentes horas postmortem observados con un microscopio 6ptico a 100X. A, B, C, D
espermatozoides en los conductos deferentes a las 0, 24, 48 y 72 h respectivamente. E, F, G,

H espermatozoides en el epididimo a las 0, 24, 48 y 72 h respectivamente.

En cuanto a la viabilidad (Tabla 5) se observa que existen diferencias
significativas (P<0.05) en los diferentes tiempos postmortem y regiones, ya que a las
0 h la regién que tiene mayor porcentaje de viabilidad fue el conducto deferente en la
region caudal quien presento una viabilidad del 99%, mientras que el menor
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porcentaje de viabilidad fue a las 48 h en el conducto deferente region craneal con el
70.66%. Para el epididimo la region de la cola presento mayor viabilidad a las 0 h con
el 98%, y menores valores en las regiones la cabeza y del cuerpo con una viabilidad
promedio del 73% alas 48y 72 h.

Tabla 5. Valores promedio de viabilidad en cada uno de los compartimientos
gonadales del ajolote A. granulosum en diferentes horas postmortem (P<0.05).

Tiempo (h) EEM p
0 24 48 72

CDCR 91.332+4.04 89.662+2.3 70.66°+7.02 72.75°+7.93 3.5 0.0029
CDMED 90.66 +8.73 86 +2.64 81.33+£5.29 80.25+294 3.034 0.0667
CDCAU 99.002+1.73 88.66°+3.21 81.33°+0.57 80.25°+1.5 1.123 0.0001
ECA 97.662+4.04 78.33°+0.57 73.66°+2.51 73.00°+3.16 1.677 0.0001
ECU 97.662+4.04 79.33°+152 77.66pb+1.52 73.00°+3.16 1.632 0.0001
ECO 98.002+2 86.66°+2.51 78.00°+4.35 75.00°+3.16 1.812 0.0001

CDCR=Conducto Deferente Regién Craneal, COMED= Conducto Deferente Regién Medial, CDCAU=
Conducto Deferente Region Caudal, ECA= Epididimo Regidén de la Cabeza, ECU= Epididimo Region
del Cuerpo, ECO= Epididimo Regién de la Cola. Letras distintas en la misma fila indican diferencias (P
<0.05).

En la figura 5 se muestra el comportamiento de la viabilidad espermatica
observandose un descenso del porcentaje de viabilidad al paso de las diferentes horas
postmortem. Para el caso del epididimo region de la cabeza a las 24 h se registro el
porcentaje mas bajo de viabilidad del 78.33%, seguido de epididimo region del cuerpo
con el 79.33%, mientras que, en el conducto deferente regién craneal y el conducto
deferente region caudal reportan una viabilidad del 89.66% y 88.66% respectivamente
siendo estos valores los mas altos a las 24 h postmortem. Sin embargo, a las 48 h en
el conducto deferente region craneal la viabilidad bajo notoriamente con un valor de
70.66%, manteniendo esta disminucion hasta a las 72 h siendo del 73 % y la mas baja

entre todas las regiones.
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Figura 5. Valores promedio de viabilidad en diferentes tiempos postmortem. CDCR=Conducto
Deferente region craneal, COMED= Conducto Deferente region medial, CDCAU= Conducto
Deferente region caudal, ECA= Epididimo region de la cabeza, ECU= Epididimo regién del
cuerpo, ECO= epididimo regién de la cola.

7 DISCUSION

La evaluacion espermatica considera tanto parametros macroscopicos como
microscopicos, esto con la finalidad de lograr un buen manejo en practicas
reproductivas y que puedan ser aplicadas a organismos como el ajolote (Mena y
Servin, 2014), ya que es de gran importancia buscar estrategias para su reproduccion
ex situ al ser considerada como una especie bajo "Proteccion Especial”, y por ende el
monitoreo de la calidad espermatica resulta necesario para lograr el éxito reproductivo
de la especie y consecuentemente favorecer su conservacion (SEMARNAT, 2010
Puerta et al., 2014; Medina- Robles et al., 2020).

Una factor importante que ayuda a determinar el buen estado en el que se
encuentran los espermatozoides es el color como lo menciona Garcia et al. (2021)
refiriendose a que el color natural del esperma debe ser un gris opalescente, lo que

indica normalidad, en este trabajo la coloracion que se pudo observar en las dos
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regiones (conductos deferentes y epididimo) a las 0 h postmortem se encuentra dentro
los pardmetros normales, ya que se observo un color lechoso similar al considerado
por los autores anteriormente mencionados; esto se debe a que cuando los
espermatozoides son expulsados de la cloaca del ajolote, estos no presentan ningun
tipo de anomalia y mantiene una coloracion grisacea; mientras que a partir de las 24
h se observd un cambio en la coloracion hacia tonalidad amarillenta, misma que se
fue intensificando hasta las 72 horas, este cambio de coloracién con el transcurso de
las horas postmortem se puede atribuir a la oxidacién de los polisacéridos y
flavoproteinas que constituyen el espermatéforo y que con el paso de las horas se van

oxidando tornandose de un color amarillento (Peralta et al., 2013)

El pH es otra de las variables importantes a considerar en la evaluacion
espermética, Valdebenito et al. (2009) refiere que el pH del medio es un factor
determinante para la capacidad de movimiento de los espermatozoides después de
su liberacién, y de acuerdo a los resultados obtenidos se observa que no hubo
variaciones en el pH en los diferentes tiempos postmortem ya que fue de 7 en las
diferentes zonas que se evaluaron, similar a lo que reporta Garcia et al. (2021)
quienes describen que el pH del contenido espermatico para ser considerado normal
debe ser ligeramente alcalino con un valor de 7.2, por ende los resultados en este

trabajo indican que el contenido espermatico no presenta anormalidades.

Por otra parte, al comparar los resultados de movilidad por zona de extraccion,
se observa que no hay movilidad del esperma proveniente del epididimo, mientras que
para los conductos deferentes si, esto se le atribuye a que los espermatozoides se
encuentran en la regién de almacenamiento, y en el Ultimo proceso de maduracion
después del proceso de espermatogénesis en el testiculo, por lo que la movilidad en
el epididimo disminuye, como lo menciona Ochotoren et al. (2021). En el caso de los
conductos deferentes se encontré mayor movilidad a menor tiempo, y esta disminuye
al paso de las horas, ya que ocurre la oxidacion de los espermas en el medio, lo que
concuerda con Lopez- Hernandez et al. (2018) ya que el tiempo de movilidad esta
influenciado por el habitat y las condiciones ambientales, y las condiciones del medio

propician una degradacion del espermatéforo.
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En cuanto a la viabilidad espermatica, los resultados reportados muestran que
el tiempo es una variable muy importante a considerar ya que cambia dependiendo
de las zonas y el tiempo, siendo mayor el porcentaje de viabilidad a las 0 h postmortem
con valores entre 90- 99% y disminuye progresivamente hasta las 72 h con un 72-
80% de viabilidad. Pacheco et al. (2021) realizo un trabajo sobre la criopreservacion
espermatica en A. mexicanum, reportando una viabilidad del 89% a las 24 h, estos
valores son muy similares a los de este trabajo ya que la viabilidad fue del 78-89%.
Ademas, mencionan una viabilidad de entre 45-68%viabilidad post-descongelacion,
siendo diferente a lo registrado por Chester (2013) quien obtuvo una viabilidad post-
descongelacion del 64-86%, muy similar a Mansour et al. (2010) quienes en sus dos
ensayos de criopreservacion; obtuvo en su primer ensayo una viabilidad del 64.7% y
en el segundo una de 86.7%. Lo anterior es fundamental ya que a partir de esta
informacion se pueden generar alternativas que favorezcan los programas de
repoblamiento, fertilizacion artificial, conservacion de especies no convencionales

como el ajolote.

8 CONCLUSION.

Las variables como el pH, color y la viabilidad del contenido seminal en los
diferentes tiempos postmortem indican que se encuentran dentro de los rangos de
normalidad, en cuanto al movimiento de los espermatozoides es mayor en los
conductos deferentes que en el epididimo, por lo que se sugiere que podria ser
utilizado posteriormente para fertilizacion in vitro, sin embargo se necesitan realizar
mas estudios en esta especie para comprender en su totalidad el adecuado manejo y
recuperacion del contenido seminal viable obtenido a diferentes horas postmortem, ya
que esto seria un alternativa para la reproduccion de diferentes especies de
Ambystoma de manera exitosa.
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