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RESUMEN

El aumento de temperatura debido al cambio climatico afecta las funciones bioldgicas
de vertebrados ectotermos como las lagartijas, incluyendo la reproduccion y se ha pro-
puesto la migracion altitudinal como estrategia de contencién ante el incremento de
temperatura. Sceloporus grammicus es un modelo adecuado, ya que, se distribuye de
80-4600 msnm y se pueden estudiar dos poblaciones a distintas temperaturas ambien-
tales. El presente estudio pretende analizar el efecto de la temperatura a través del
gradiente altitudinal sobre la calidad espermética de dos poblaciones de Sceloporus
grammicus. Se colectaron diez organismos de dos poblaciones (2250 y 3500 msnm)
se obtuvieron datos morfolégicos, diseccidon de érganos y obtencidn de espermatozoi-
des de las tres regiones del epididimo (caput, corpus y cauda) para determinar los
pardmetros espermaticos. Posteriormente, los espermatozoides fueron expuestos a
diferentes temperaturas (21, 25, 29, 33 y 37° C) con la finalidad de evaluar el efecto
del incremento de la temperatura en la movilidad. Los organismos de la poblacion baja
presentaron mayor longitud hocico-cloacay peso con respecto a la poblacién alta (6.70
+0.22 vs 5.12 £ 0.14; 11.85 + 0.29 vs 5.04 + 0.21, respectivamente). La poblacion a
2250 msnm presenté mayor IGS en comparacion a la poblacion a 3500 msnm (0.6 +
0.2 vs 0.3 £ 0.1), caso contrario ocurrié en el caso del IES (0.1 + 0.06 vs 0.1 + 0.08).
Los tibulos seminiferos de la poblacion a menor altitud tuvieron un area mayor a com-
paracion a la poblacién a mayor altitud (42492 + 6231 vs 18901 + 4103 um), en donde
solo se observaron espermatogonias mientras que a menor altitud se observan todos
los tipos celulares del epitelio seminifero. La viabilidad de las células fue de ~70% para
ambas poblaciones. El porcentaje de gota citoplasmica fue mayor en células de la po-
blacion baja a nivel del corpus y cauda (17.50+7.0 vs 8.001.68+5.3; 14.20+6.7 vs
7.0045.1). La compactacién de ADN fue mayor al 40% para ambas poblaciones. En-
contramos que la temperatura éptima para mantener la movilidad espermatica fue de
25y 21° C para la poblacion baja y alta respectivamente. Se determinaron cuatro pa-
trones de distribucién de [Ca?*]i, en ambas poblaciones, predominantemente en la re-

gibn acrosomal y pieza media en la poblacién alta, mientras que, en los



espermatozoides de la poblacion baja, se localizo en la gota citoplasmatica. Scelopo-
rus grammicus presenta adaptaciones fisiologicas dependiendo de la temperatura en
la que se encuentre cada una de las poblaciones, y la distribuciéon de Ca?* intracelular

responde a la temperatura corporal que presentan los organismos.



ABSTRACT

The increase in temperature due to climate change affects the biological functions of
ectothermic vertebrates such as lizards, including reproduction, and altitudinal migra-
tion has been proposed as a strategy to contain this change accompanied by adapta-
tion in gametes. Sceloporus grammicus is the appropriate model, since it is distributed
from 80-4600 masl and two populations can be studied at different environmental tem-
peratures. The present study aims to analyze the effect of temperature across the alti-
tudinal gradient on the sperm quality of two populations of Sceloporus grammicus. Ten
organisms were collected from two populations (2250 and 3500 masl.); morphological
data, organ dissection and spermatozoa were obtained from the three regions of the
epididymis (caput, corpus and cauda) to determine sperm parameters. Subsequently,
the spermatozoa were exposed to different temperatures (21, 25, 29, 33 and 37° C) in
order to evaluate the effect of increased temperature on motility. Organisms from the
low population presented greater snout-vent length and weight compared to the high
population (6.70+0.22 vs. 5.12+0.14; 11.85+0.29 vs. 5.04+0.21, respectively). The pop-
ulation at 2250 masl presented higher IGS compared to the population at 3500 masl
(0.6 £ 0.2 vs 0.3 £ 0.1), the opposite case occurred in the case of IES (0.1 + 0.06 vs
0.1 £ 0.08). The seminiferous tubules of the lower altitude population had a larger area
compared to the higher altitude population (42492 + 6231 vs 18901 + 4103 um). Cell
viability was ~70% for both populations. The percentage of cytoplasmic droplet was
higher in cells of the low population at the corpus and cauda level (17.50£7.0 vs
8.001.68+5.3; 14.20+6.7 vs 7.00+5.1). DNA compaction was greater than 40% for both
populations. We found that the optimum temperature for maintaining sperm motility was
25 and 21°C for the low and high populations, respectively. Four [Ca?*]i distribution
patterns were determined in both populations, with predominance in the acrosomal re-
gion and middle piece in the high population, while for the low population in the cyto-
plasmic droplet. Sceloporus grammicus presents physiological adaptations depending
on the temperature in which each of the populations is found, as well as the intracellular

Ca?* distribution responds to the body temperature of the organisms.
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INTRODUCCION

En un area natural ecolégicamente divergente, es decir, que contiene uno 0 mas
ecosistemas dentro de un area ecoldgica, las poblaciones suelen caracterizarse por
sus diferencias filogenéticas. El entorno 6ptimo para el desarrollo y reproduccion de
las especies esta dado, principalmente, por los factores ambientales como la
temperatura, siendo una variable modificada por el cambio climatico (Diaz Cordero,
2012), el cual ha propiciado que, los organismos ectotermos se desplacen sobre un
gradiente altitudinal en busqueda de menores temperaturas (Fajardo et al., 2020)

Cambio climatico

La Convencion del Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climéatico
(CMNUCC), en su articulo 1, define el cambio climatico como “el cambio de la
temperatura atribuido directa o indirectamente a la actividad humana, el cual altera la
composiciéon de la atmosfera global y que se suma a la variabilidad natural del clima
observada durante periodos de tiempo comparables” (IPCC, 2021). Los factores que
afectan los cambios en la temperatura media de la tierra son, principalmente
antropogénicos como la emisién de aerosoles a la atmdsfera, el aumento en las
emisiones de diéxido de carbono, gas metano e hidratos de metano (Diaz Cordero,
2012).

El cambio climatico se refleja en el incremento de la temperatura; como olas de calor
y sequias. En la Ciudad de México, se ha registrado un aumento de 1.48°C en la
temperatura ambiental como consecuencia del cambio climatico, el 2023 ha sido el
afio mas caluroso desde que comenzaron los registros en 1850 segun los datos del
Servicio de Cambio Climatico de Copernicus (c3s), el cual es operado por el Centro
Europeo de Previsiones Meteoroldgicas a Plazo medio (ECMWF) y se basa en la
investigacion sobre el clima realizada en el marco del Programa Mundial de
Investigaciones Climaticas (PMIC). A su vez, el Servicio Meteorol6gico Nacional
reportd que 2023 fue el afio mas seco de los ultimos 82 afos, con 21.1% menos lluvias
(Routers & Enciso, 2024; UNAM-DGCS-066, 2022).
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El incremento de temperatura afecta a los organismos especificamente en el aspecto
reproductivo; se han realizado estudios que muestran la disminucion de los parametros
esperméticos tanto en animales domésticos como de vida silvestre, disminuyendo su

capacidad reproductiva (Espinosa-Cervantes & Cérdova-lzquierdo, 2018).

Efecto de latemperatura sobre la reproduccion en mamiferos

En mamiferos, el incremento de la temperatura testicular induce disminucién de la
circunferencia escrotal (Huanca L. et al., 2015,Barragan Sierra et al.,, 2021)
disminucién de la concentracion de testosterona, la concentracion espermatica (Kanter
et al., 2013),y la movilidad espermética, promueve la fragmentacién de ADN en los
espermatozoides, asi como aumenta la incidencia de anormalidades espermaticas
(Kim et al., 2013, Huanca L. et al., 2015, Barragan Sierra et al., 2021).

Sin embargo, algunos vertebrados como los reptiles dependen de la temperatura
ambiental para mantener su temperatura corporal y reproductiva (Hertz et al., 1993).

Efecto de latemperatura en la reproduccion de ectotermos

La mayoria de los organismos ectotermos tienden que utilizar estrategias de
termorregulacion por medio de ajustes morfo-fisiolégicos y/o conductuales, con el
objetivo de mantener su fisiologia térmica, la cual incluye la temperatura corporal y las
temperaturas criticas maximas (Ctmax) y minimas (Ctmin), siendo estas las
temperaturas corporales a las cuales los animales dejan de responder normalmente a
estimulos, perdiendo el reflejo de colocarse en su postura original a altas y bajas
temperaturas, respectivamente (Bennett & John-Alder, 1986); lo anterior se define
como el Efecto Bogert (BOGERT, 1949), y sugiere gue, la biologia térmica de las
lagartijas es evolutivamente estable cuando son termorreguladores y no cuando son
termoconformes, en respuesta al ambiente en el que se encuentren (Mufioz, 2022), no
obstante, los ambientes en donde incremente la temperatura, podrian aumentar el

riesgo de sobrecalentamiento de los individuos, resultando en el acortamiento del
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tiempo de actividad de busqueda de pareja, cortejo y copula, y que resultaria en

alteraciones en la reproduccién (Lara-Reséndiz et al., 2014).

Diversos investigadores mencionan que, las lagartijas se estan extinguiendo local y
mundial debido al incremento térmico (Sinervo et al., 2010; Sinervo et al., 2011;
Altamirano-Benavides et al., 2019; Fajardo et al., 2020), este fendmeno ambiental
podria ocasionar la extincion del 20% de las especies de lagartijas a nivel mundial para
el aflo 2080 (Altamirano-Benavides et al., 2019).  Se ha descrito que el 12% de 200
poblaciones mexicanas estudiadas de lagartijas del género Sceloporus se han extinto
como resultado de las altas temperaturas ambientales (Sinervo et al., 2011). Las
lagartijas que han estado expuestas a temperaturas ambientales que exceden su
temperatura corporal preferida, restringen el tiempo de actividad destinado al periodo
reproductivo, lo cual podria conllevar a la ausencia del cortejo y copula (Hertz et al.,
1993). Por lo tanto, es fundamental que estos organismos realicen estrategias de

termorregulacion con el propésito de mantener su supervivencia.

Una de las estrategias que implementan estos organismos es realizar cambios en el
horario de actividad, consiste en pasar mayor tiempo en sus refugios evitando el
sobrecalentamiento que produce las altas temperaturas y la radiacion solar (Sasa et
al., 2010). Asi como la modificacion de su zona de distribucion a través de un gradiente
altitudinal; las poblaciones se mueven a una mayor altitud en busca de temperaturas
menores y con esto tener un mayor horario de actividad y posiblemente un mayor éxito
reproductivo (Fajardo et al., 2020). La temperatura local depende de la altitud, el
aumento de 154 metros (180 metros en la zona intertropical), resulta en la disminucion
de la temperatura ~1 °C, conforme disminuye la presion de un gas, desciende su
temperatura (IDEAM, 2005). Dichas manifestaciones en los ecosistemas terrestres son
evidentes con la anticipacion de la primavera y el desplazamiento de la flora y la fauna
hacia los polos y hacia una mayor altitud (Diaz Cordero, 2012).

Es por ello gue Dominguez-Godoy et al. (2020) analizaron la relacion entre la altitud y
el porcentaje de supervivencia de Sceloporus grammicus aunado a su ciclo
reproductivo. Encontrando que, la disminucion de la temperatura preferida por los

animales resulta en el aumento de la probabilidad de supervivencia (80-90%) en el
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sitio de menos elevacion (2600 msnm), 76-87% en el sitio de elevacion media (3 100
msnm) y 90-94% en el sitio mas elevado (4150 msnm). Esto sugiere que, en ambientes
de baja temperatura, S. grammicus podria emplear estrategias termorreguladoras
(conductuales, fisiologicas y/o morfoldgicas) con la finalidad de disminuir su gasto

metabdlico y poder maximizar su supervivencia y tiempo dedicado a la reproduccion.

Para poder emplear estrategias termorreguladoras las lagartijas tienen que responder

a los cambios de temperatura a través de mecanismos de percepcién de la misma.

Percepcion y termorregulacion de la temperatura en reptiles

En mamiferos, la temperatura puede ser detectada por una familia de termorreceptores
0 canales ionicos, conocidos como Receptores de Potencial Transitorio (TRP), que
son activados por temperaturas especificas, permeables a cationes que despolarizan
las membranas celulares mediando el flujo de Ca?* y Na?* (Lozano Jiménez & Sanchez
Mora, 2020) los TRP se encuentran dentro de las terminaciones nerviosas libres de la
piel, asi como en el sistema nervioso periférico, el cerebro, corazén e higado en

mamiferos.

En reptiles, se ha demostrado la expresion de TRPV1y TRPMS, los cuales responden
al calor y al frio respectivamente, en diversos 6rganos como el corazén, higado y
musculo del cocodrilo Crocodylus porosus y en un lagarto Pseudemoia entrecasteuxxi
(Seebacher & Murray, 2007). Estos receptores activan una via de sefializacién hacia
el sistema nervioso central a través del ganglio de la raiz dorsal qué continGa hacia el
area preodptica medial del hipotalamo dirigiendo una sefial al nicleo dorso-medial, esto
resulta en respuestas termorreguladoras conductuales y cardiovasculares(Seebacher
& Murray, 2007). Dichos mecanismos se presentan como variaciones en el sistema
cardiovascular, donde la tasa de transferencia calérica en el cuerpo se modifica por
cambios en la frecuencia cardiaca, el flujo y la redistribucion de la sangre (Seebacher,
2000), durante el calentamiento, la frecuencia cardiaca aumenta, asi como el flujo de
sangre, resultando en el desplazamiento del calor en las regiones superficiales hacia
al centro del cuerpo, caso contrario en el proceso de enfriamiento. La respuesta en la

variacion de los vasos periféricos modifica el flujo de sangre, durante la dilatacion, la
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sangre caliente va desde la periferia y los apéndices hacia el centro del cuerpo (Tansey
et al., 2014).

Las sefiales fisiolégicas resultan en respuestas conductuales que se reflejan en los
cambios en la postura de los organismos. Las lagartijas toman cinco posturas
diferentes dependiendo de la temperatura del ambiente o la radiacion, se han
clasificado en: 1) adquisicion de calor, 2) cuerpo arqueado, 3) adquisicion por encima
del refugio, 4) dentro del refugio y, 5) parcialmente en el refugio (Rangel-Patifio et al.,
2020).

La termorregulacion es un aspecto importante en los organismos ectotérmicos como
S. grammicus, ya que, la disminucién de la temperatura ambiental ralentiza el
desarrollo embrionario, el crecimiento del organismo y la eficiencia digestiva, a su vez,
modifica el comportamiento. Caso contrario, las altas temperaturas incrementan la
locomocion, eficiencia digestiva, sin embargo, restringen su tiempo de exposicion al
sol. Ademas, la termorregulacion les permite mantener una temperatura corporal
adecuada para realizar actividades constantes, cerca de su intervalo térmico preferido,
favoreciendo sus actividades biologicas (Lara-Reséndiz et al., 2014). La temperatura
preferida es una de las variables fisiol6gicas mas importante para ectotermos pues
afecta directamente su adecuacioén bioldgica a través del efecto en el desempefio de

distintas variables conductuales y fisiol6gicas como la reproduccion.

S. grammicus es una especie heliotérmica (los organismos obtienen el calor
principalmente por medio de la radiacién solar); sin embargo, cuando el ambiente es
favorable puede ser tigmotérmica, en otras palabras, esta estrechamente relacionada
con la temperatura del sustrato en el que se encuentre (Woolrich-Pifia et al., 2006). La
relacion con la temperatura influye en el éxito reproductivo, particularmente en la
gametogénesis (interviene en la respuesta de los testiculos a las gonadotropinas y
diferenciacion de las células) y la maduracion de los espermatozoides (Dominguez-
Godoy et al., 2020), dichos procesos se llevan a cabo en los testiculos y los epididimos
respectivamente. En mamiferos, los espermatozoides que son liberados de los tubulos

seminiferos todavia no adquieren el potencial necesario para fertilizar un ovocito, en
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los reptiles sucede de manera similar, los gametos masculinos deberan transitar por el

epididimo para alcanzar su completa madurez (Retana et al., 2014).

Maduracion espermética epididimaria

Las lagartijas presentan un par de testiculos en la cavidad abdominal de los cuales
parten canales similares a la rete testis en los mamiferos. Esta red de conductos se
comunica con los conductos eferentes, a su vez, se unen al tabulo epididimario,

adosado cranealmente al testiculo (Gist, 2010; Kardong, 2008).

En vertebrados como los reptiles, el epididimo ha sido dividido anatbmicamente en tres
regiones; segmento anterior (caput), media ancha (corpus) y una posterior estrecha
(cauda) (Aranha et al., 2023). Se ha descrito que los espermatozoides que alcanzan
la region distal del corpus del epididimo, adquieren su capacidad para moverse,
reconocer y fertilizar al ovocito (Robaire, 2019; Retana et al., 2014). Conforme los
espermatozoides transitan por el epididimo, experimentan cambios morfolégicos,
bioquimicos vy fisiolégicos que les permiten adquirir su movilidad y llevar a cabo la
capacitacidon y la reaccion acrosomal en el tracto reproductor femenino (Robaire, 2019;
Retana et al., 2014; Cardona-Maya & Cadavid, 2005). Todos los cambios se deben a
la estrecha relacion de los gametos con las diferentes células del epididimo, como las
células principales, claras, estrechas, halo, apicales, claras y basales, que
proporcionan el microambiente y las proteinas necesarias para que los

espermatozoides adquieran su potencial fértil (Robaire, 2019; (Tarique et al., 2020).

Algunos de los cambios morfolégicos reconocidos en los espermatozoides, es la
remodelacion masiva del acrosoma (en algunas especies), el desplazamiento de la
gota citoplasmatica del cuello a la pieza media del flagelo acompafada de su
eliminaciéon. Sin embargo, en algunos mamiferos, la gota citoplasmatica es esencial
para la maduracion de los espermatozoides en el cuerpo del epididimo, la migracion
de la gota citoplasmatica a lo largo de la pieza media proporciona una alta actividad
mitocondrial y el inicio de la movilidad del espermatozoide (Angrimani et al., 2017).

Dentro de los cambios bioquimicos que se presentan en los gametos masculinos
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encontramos, el cambio en la carga total de la superficie celular, volviéndose mas
negativa, cambio en el cociente fosfolipidos-colesterol de la membrana del
espermatozoide lo que aumenta su fluidez, modificaciones en la cantidad de sacaridos
y glicoproteinas de la membrana y fosforilacion en los residuos de tirosinas de las

proteinas de los espermatozoides (Nixon et al., 2011).

Durante la espermatogénesis las histonas somaticas son hiperactivadas y
reemplazadas por las proteinas de transicion nuclear, éstas a su vez son
reemplazadas por otras proteinas conocidas como protaminas, las cuales son
abundantes en el espermatozoide maduro y empaquetan el genoma dentro del nicleo
espermético, los mdltiples residuos de cisteina son oxidados para formar puentes
disulfuros (S-S) entre las protaminas y estabilizan la cromatina durante los estadios
finales de la maduracién espermatica (Quintero—Vasquez et al., 2015). Los puentes
disulfuro bloquean determinados genes para que exista reprogramacion del genoma
durante el desarrollo embrionario, el resultado es la condensacion nuclear espermatica
es la reduccion hasta el 10% del volumen del ADN de una célula somética. Esta
compactacion permite la proteccién de ADN por su recorrido hasta encontrarse con el

ovocito (Quintero—Vasquez et al., 2015).

Los cambios fisiolégicos se reflejan con un incremento en la movilidad (Retana et al.,
2014). En la adquisicién de la movilidad del espermatozoide participan diversas
moléculas y iones, uno de los mas importantes es el Ca?*. Ya que el aumento en la
concentracion de Ca?* estimula la enzima Adenilato ciclasa soluble (ACs), (Mendoza-
Sanchez et al., 2023)que activa la via de la Adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la
activacion de la proteina cinasa Al (PKAL1), la cual fosforila algunas proteinas en los
residuos de serina y treonina, desencadenando la fosforilacion de tirosina en los
brazos de dineina que conforman el citoesqueleto del espermatozoide y activa la
movilidad flagelar. La remocién de Ca?* resulta en la disminucién de la movilidad

espermatica (Neri-Vidaurri et al., 2014).
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Participacion de TRPV1 en el transporte de Ca?* en el espermatozoide

En mamiferos el funcionamiento de las génadas masculinas requiere de temperaturas
mas bajas que la corporal, los espermatozoides requieren de temperaturas optimas
desde su formacidén hasta su encuentro con el ovocito para realizar la fertilizacion

(Barragan Sierra et al., 2021).

Los receptores de potencial transitorios (TRP) son proteinas que participan en la
percepcion de la temperatura, TRPV1 se activa a temperaturas mayores a 42 °C
mientras que para las temperaturas bajas, TRPM8 es el que responde,

especificamente de 8-26 °C (lzquierdo et al., 2021).

A su vez, el TRPV1 puede ser activado por diferentes agonistas como la capsaicina,
las lipooxigenasas, acidez, cambios en la osmolaridad, la delecién de depoésitos
intracelulares de Ca?* (Galan Martinez et al., 2015),y TRPM8 por voltaje, presion y

compuestos refrescantes como el mentol (Izquierdo et al., 2021).

En reptiles, se desconoce la presencia y participaciéon de TRPV1 y TRPMS8 en los
espermatozoides (Seebacher & Murray, 2007). En mamiferos, TRPV1 se localiza en
el cuello, flagelo y cabeza del espermatozoide, especificamente en la zona ecuatorial

y post acrosomal; Cardona-Maya & Cadavid, 2005).

Los cambios en las concentraciones intracelulares de calcio son regulados por la
actividad de TRPV1 que permite el paso de Ca?* a través de la membrana plasmatica
del espermatozoide y tienen efecto sobre la movilidad de los espermatozoides (Lozano
Jiménez & Sanchez Mora, 2020). En humano y ratén se han descritos diversos
reservorios de calcio propios de los espermatozoides; las mitocondrias, el acrosoma y
la envoltura nuclear redundante (REN) (Amaral et al., 2013). La reserva del REN se
encuentra en la base del flagelo y la mas utilizada para el desarrollo de la activacion e
hiperactivacion del espermatozoide (Visconti, 2009). El calcio almacenado en el REN
de los espermatozoides es la principal fuente de Ca?* asociada a la movilidad (Chang
& Suarez, 2011).

Durante el transito por el epididimo los espermatozoides adquieren la capacidad de

moverse, por lo cual en dicho 6rgano las concentraciones de Ca?* varian desde
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aproximadamente 1.3 nm en el segmento inicial hasta 0.25 nm en la cauda y se

mantiene bajo para evitar la hiperactivacion del flagelo en la misma (Shum et al., 2022).

Los estudios sobre la participacion de Ca?* y los patrones de distribucion en
espermatozoides se han realizado en varias especies de mamiferos, sin embargo, no
existe registro de los patrones de distribuciéon y cambios en la concentracién del Ca?*

en reptiles como lagartijas y su relacion con el estado de madurez de los gametos.

Sceloporus grammicus como modelo de estudio

Conocida como “lagartija espinosa del mezquite”, S. grammicus es un reptil ectotermo
viviparo, pertenece a la familia Phrynosomatidae que habita en el centro de México y
el sur de los Estados Unidos de América, en un intervalo altitudinal que va desde los
80 hasta los 4 600 msnm (Hall, 2010; Plasman et al., 2020).

La especie S. grammicus esta constituida por un “complejo”, el cual esta integrado por
siete razas cromosomales, esto quiere decir que, presentan mutaciones
Robertsonianas en sus macrocromosomas; las cuales produjeron nimeros diploides
gue van desde 2n (32) a (46) (Reed & Sites, 1995). Tiene un cuerpo robusto y de talla
pequefia; la longitud hocico-cloaca (LHC) media de ambos sexos es de 54.1 + 1.81
mm en organismos adultos, las crias nacen con una LHC de 19.8 mm. La masa
corporal de ambos sexos adultos es de 4.84 + 0.77 g y la masa de la cria es de
aproximadamente 0.2 g. En la superficie posterior de los muslos exhiben escamas de
forma granular y dorsales alargadas; el color del fondo de la region dorsal va de gris
claro a gris oscuro, con figuras onduladas de color negro distribuidas a lo largo del
cuerpo. La region ventral es gris oscuro, los machos presentan parches en la region
ventral de color azul turquesa, los cuales los distinguen de las hembras (Ramirez-
Bautista et al., 2005; Argaez et al., 2021).

Presenta un patron reproductivo estacional geograficamente variable, es decir, que
depende de la latitud y altitud en la que se encuentren las poblaciones, la temporalidad
en la que ocurra la reproduccion (Ramirez-Bautista et al., 2005; Lozano et al., 2015).

Se han descrito cambios morfologicos que sufren los testiculos y se describen en
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cuatro etapas: quiescencia, recrudescencia, espermatogéenesis y regresion; cada una
caracterizada por la morfologia externa y el andlisis histologico de los testiculos
(Méndez-De La Cruz et al., 2013). La quiescencia es caracterizada por inactividad
testicular y durante este tiempo, los testiculos presentan menor volumen y masa, en
esta etapa solo se observan células de Sertoli y algunas espermatogonias en la
membrana basal de los tubulos seminiferos. En la etapa de recrudescencia
(reactivacidén) las génadas comienzan a incrementar en volumen y masa como
resultado de la actividad en los tubulos seminiferos, con esto se observan
espermatogonias A en constante division mitotica, incluso se observa el resultado de
divisiones meioticas con la presencia de los espermatocitos primarios y secundarios.
Durante la etapa de la espermatogénesis (maxima actividad) los testiculos alcanzan
su maximo volumen, estan altamente vascularizados y presentan un color opaco, se
puede observar la diferenciacion de esperméatidas redondas a espermatozoides, estos
se encuentran distribuidos en el lumen de los tubulos (Méndez-De La Cruz et al., 2013).
Finalmente, la etapa de regresion, la cual ocurre cuando las espermétidas terminan su
diferenciacion y son liberadas a los conductos, hay una reduccién en el numero de
células que constituyen en epitelio germinal. Durante la fase temprana de la regresion
siguen ocurriendo las copulas y los epididimos contienen espermatozoides en
abundancia (Méndez-De La Cruz et al., 2013; Jenssen et al., 2001).Durante esta
etapa, el epididimo y los conductos deferentes presentan una gran cantidad de
espermatozoides. Durante la regresion tardia, solo se observan células de Sertoli,
espermatogonias y fagocitos (Méndez-De La Cruz et al., 2013). Debido a la amplia
distribucién de esta especie se requeriria hacer estudios histoldgicos para obtener
resultados mas precisos para cada poblacion segun su ubicacién geogréfica.

Existen poblaciones de S. grammicus en diferentes areas geograficas, una de ellas es
la sierra del Ajusco, la cual ha registrado el aumento de la temperatura a lo largo de
los afios como consecuencia del calentamiento global; a una altitud de entre los 3200-
3400 msnm, Unicamente se tienen registros de la temperatura promedio-méaxima del
afo 1983, que fue de 12 °C (Méndez de la Cruz, 1983). Mientras que a una altitud 2
240 msnm se ha registrado el aumento de 3 °C en el periodo de 1984 a 2001 (Woolrich-
Pifa et al., 2006).
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ANTECEDENTES

Gist et al. (2000) realizaron un estudio en el que midieron la movilidad de los
espermatozoides de tres especies de tortugas (Sternotherus odoratus, Trachemys
scripta y Chrysemys picta), los cuales fueron expuestos a dos temperaturas
diferentes (2 y 23 °C) durante una hora; sus resultados mostraron que, en las dos
especies, la movilidad de los espermatozoides aumenté cuando estos fueron
incubados a 2 °C en comparacion con la temperatura ambiente. Los autores sugieren
que, las bajas temperaturas favorecen la movilidad de los espermatozoides, lo que

podria favorecer el aumento en el éxito de la fecundacion.

(Tourmente et al., 2007), estudiaron el efecto de la temperatura en la movilidad y
velocidad de espermatozoides de dos especies de serpientes que se encuentran en
un rango de temperatura entre los 28-36 °C, para ello, incubaron los espermatozoides
de dos especies de serpientes a 25, 30 y 37 °C, encontrando que, el aumento de la
temperatura tiene un efecto negativo en la movilidad y viabilidad de los
espermatozoides. Los autores mencionan que estos organismos se encuentran en un
rango de temperatura de los 28-36 °C, es por ello que, la movilidad de los

espermatozoides responde a factores ambientales como la temperatura.

Dentro del género Sceloporus se han realizado estudios sobre el efecto de la
temperatura en los parametros espermaticos de dos especies, S. siniferus y S.
megalepidurus, en los que se muestra que las altas temperaturas disminuyen el
porcentaje de movilidad y viabilidad e incrementa el porcentaje de gota citoplasmatica
(Retana et al., 2014; Uriostegui, 2021).

Quintero-Pérez et al. (2023)realizé un estudio en el que aclimatd a machos de
Sceloporus aeneus a distintas temperaturas (24 °, 28 ° y 32 °C) en condiciones de
laboratorio por un periodo de 7 dias. Reporté que la temperatura preferida por los
organismos, la cual es aquella en la que los organismos pueden realizar sus
actividades locomotoras, digestivas, conductuales, etc., es mas cercana a la 6ptima
(32.7°C). Sin embargo, a esta temperatura observo disminucion significativa en los

pardmetros espermaticos, mientras que cuando fueron aclimatados a 24 °C los
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pardmetros no se afectan. Esto sugiere que, altas temperaturas alteran la
concentracion espermatica, viabilidad, movilidad y morfologia de los espermatozoides,
por lo tanto, la temperatura preferida para sus actividades locomotoras no es la ideal
para que se lleve a cabo correctamente la reproduccion. Por lo anterior, la presente
investigacion analiza el efecto de la temperatura en dos poblaciones de Sceloporus
grammicus con el mismo citotipo, expuestas a condiciones ambientales contrastantes,
con el proposito de comparar los parametros de su fisiologia térmica y definir su

desempefio espermético en diferentes temperaturas.

Planteamiento del problema

Las lagartijas han estado expuestas a temperaturas ambientales que exceden su tem-
peratura corporal y les permite estar a su temperatura preferida mas tiempo, lo que
altera la reproduccion (Quintero-Pérez et al., 2023) pero también puede inducir el des-
plazamiento de los organismos a un sitio con temperaturas mas bajas, se piensa en-
tonces, que el cambio de distribucién de S. grammicus (Dominguez-Godoy et al.,
2020)se debe a la busqueda de condiciones adecuadas para disminuir los efectos de
las altas temperaturas sobre su funcion reproductiva.

Son escasos los trabajos relacionados con el efecto de las altas temperaturas en el
testiculo y epididimo de organismos ectotermos, esto es importante ya que estos or-
ganos son fundamentales para la formacién y maduracion de los espermatozoides y

lograr el éxito reproductivo (Retana et al., 2014).

Justificacion

Diversos estudios en el género Sceloporus han mostrado que existe diferencia entre
las temperaturas que maximizan sus funciones biolégicas y aquellas que favorecen la
reproduccion con la evidencia que las temperaturas favorables para las capacidades
motoras, podrian disminuir la calidad espermatica.

Por lo tanto, se requiere determinar si dentro de un gradiente de altitud, por presentar
temperaturas ambientales diferentes, las poblaciones pudieran haber ajustado sus

procesos reproductivos de acuerdo con las condiciones locales en que habitan.
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Pregunta de investigacion

¢ Existe diferencia en el indice de calidad espermatica de dos poblaciones de S.

grammicus a distintas temperaturas dadas por un gradiente altitudinal?
Hipotesis

Si la calidad espermatica es afectada por temperaturas altas, entonces, la poblacion
presente en menor altitud y por ende a mayor temperatura, tendra menor indice de

calidad espermética.

Objetivo general

Analizar el efecto de la temperatura a través del gradiente altitudinal en la calidad es-

permatica de dos poblaciones de Sceloporus grammicus.

Objetivos particulares

- Conocer el efecto de la temperatura en los pardmetros espermaticos de dos

poblaciones de S. grammicus.

- Determinar el efecto de la temperatura en la histomorfologia de los testiculos y

epididimos de dos poblaciones de S. grammicus.

Material y Método
Zona de estudio

La Sierra del Ajusco se localiza en las entidades de la Ciudad de México, el Estado de
México y Morelos (Latitud: 18° 53' 32" a 19° 20' 02" N, Longitud: 99° 51' 54" a 99° 25'
07" W). Presenta una superficie de 1,261 km? con cumbres que rebasan los 3900
msnm. La poblacién a altitud baja fue en los alrededores del jardin botanico en Ciudad
Universitaria, a una altitud de 2250 msnm, la poblacién a mayor altitud fue en el Valle

de la cantimplora, Ajusco, México, y se encuentra a una altitud de 3500 msnm.
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Colecta

Seleccidén de machos en época reproductiva: una de las caracteristicas de los machos
de S. grammicus es el desarrollo de patrones de color azul en la region del vientre lo
cual se tomd como parametro para la identificacion de los organismos macho en época

reproductiva (Fig. 1).

Figura 1. Patrones de coloracién en la regién ventral de S. grammicus indicativo de machos en etapa

reproductiva. 1 cm.

Se colectaron 10 machos adultos sexualmente activos de la especie S. grammicus en
cada poblacion localizada a distinta altitud (2,250 y 3,500 msnm) en la Sierra del
Ajusco. Los machos en época de reproduccion presentan coloracién azul en la region

ventral, lo cual fue tomado como parametro de inclusion.

La colecta se realizé por el método de “caia”; el cual consta de colocar en una cafa
de pescar un hilo delgado de aproximadamente 20 cm de largo, al final se realizé un
nudo corredizo. Una vez avistado el organismo, se colocé el nudo cuidadosamente
alrededor de su cuello; se cerr6 el nudo con un movimiento ascendente y

posteriormente se tomo al organismo, seguido de su liberacion del nudo.

Se tomaron medidas morfométricas como lo son: Longitud Hocico-Cloaca, Longitud
Cloaca-Cola (Vernier) y peso de cada organismo. En seguida se tomo la temperatura
corporal (Termometro infrarrojo) y se registré la temperatura del sustrato y aire del sitio

de colecta.

El trabajo realizado conté con el permiso de colecta (oficio SGPA/DGVS/0092/22) y se
realizd en apego al numeral 55 de la Norma Oficial Mexicana NOM-126-ECOL-2000.
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Temperatura preferida

Se fabricé un gradiente de temperatura, el cual consta de carriles de 1.5 m de largo
con una altura de 50 cm, se colocaron focos de 100 w en un extremo, el cual
proporciono calor a los individuos, en el otro extremo se colocé hielo, brindando una
temperatura menor. Los individuos fueron colocados en el gradiente, las mediciones
de temperatura se realizaron con un termometro digital cada hora durante el horario

de actividad de los organismos y se registré para obtener la temperatura preferida.

Obtencién del material biol6gico

Se tomaron diez organismos machos por cada una de las poblaciones, los cuales
fueron llevados inmediatamente al laboratorio de Morfofisiologia y Bioquimica del
espermatozoide en donde se llevé a cabo la eutanasia por decapitacion, se extrajeron
ambos testiculos y epididimos con ayuda de material quirdrgico. Se tomaron las

siguientes medidas: diametros, longitudes y masa (g) (Quintero-Pérez et al., 2023).

Los epididimos derechos fueron seccionados en tres regiones: caput, corpus y cauda
(Aranha et al., 2023),fueron colocados en tubos eppendorf de 2 mL con 600uL de
solucion fisiolégica Tyrode (pH 7.6) y se realizé el picado de acuerdo con (Edith et al.,

2016),con la finalidad de obtener la mayor cantidad de espermatozoides.

Andlisis de parametros espermaticos

Los espermatozoides obtenidos fueron evaluados de acuerdo a las especificaciones
del Manual de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2021) con modificaciones

para organismos silvestres, del cual se obtendra lo siguiente:

e Concentracién de espermatozoides: se obtuvo contando los espermatozoides
en la camara de Neubauer, se realiz6 una dilucion dependiendo de la densidad
de espermatozoides, cada camara se llené con 10 pl. Se calculé mediante la
férmula N/n x (1/20) x factor de dilucion. La dilucién fue de 1:5. Donde: N=

NuUmero total de células contadas; n= recuadros de la cAmara contabilizados.
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Viabilidad espermatica: Se realizé un frotis de la muestra de espermatozoides
1:0.5 con eosina-nigrosina, los espermatozoides sin tefiir se consideraron
células vivas, esto se evalué con microscopio de campo claro.

Porcentaje de gota citoplasmatica: De la muestra tefiida con eosina-nigrosina
se cuantificaron aquellos espermatozoides con presencia de gota
citoplasmatica.

Movilidad espermatica: Se colocaron 10 pyl de muestra en un portaobjetos y
cubreobjetos, se cuantificaron 100 células mdviles e inmdviles en un

microscopio de campo claro y se obtuvo el porcentaje.

Andlisis de maduracion espermatica

Compactacion de ADN: Se realiz6 un frotis de 10 pl, se dej6 secar por
aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente, se fijé
con metanol por 10 minutos seguido de un lavado con agua destilada, se dejo
secar a temperatura ambiente por 30 minutos. Se tifié con azul de anilina por 5
minutos y se lavo con agua destilada, y se dejé secar a temperatura ambiente.

Finalmente, las laminillas se revisaron en un microscopio de campo claro.

Los criterios para evaluar la compactacion de ADN fueron si los espermatozoides

presentaban una tincién color azul producto del colorante, el cual se une a las proteinas

histonas que se encuentran en el ADN antes del proceso de compactacién, en dicho

proceso se intercambian las histonas por protaminas a las cuales el colorante no es

capaz de unirse, por lo tanto, las células sin tefir llevaron a cabo el proceso de

compactacion de ADN caracteristico dentro del proceso de maduracion epididimaria
(Enciso, 2009)

Concentracion de Ca?* intracelular: Se tomd una muestra de 10ul de
espermatozoides y fueron fijados 1:1 con paraformaldehido al 4%, la medicién
de la concentracién del ion se realizé por citometria de flujo, se afiadié Fluo-3
(2umol) (Mendoza-Sanchez et al., 2023), una sonda fluorescente que se une
especificamente a Ca?". Se protegié de la luz y se dejé por 30 minutos,

posteriormente, se centrifugd 300 g x 5 minutos, se removié el sobrenadante y
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la muestra se re-suspendioé con 500 pl de solucién Tyrode. Se llevo la muestra
al citometro FACSCalibur (Becton Dickinson) en el cual se obtuvo el indice de
fluorescencia (IF = (%vis) x (media de fluorescencia)).

e Localizacion del Ca?* intracelular: Para localizar las reservas de [Ca?*]i en los
espermatozoides, se adiciono Clortetraciclina (CTC), puesto que es un quelante
de Ca?* que tiene afinidad por dicho ion. Se tomd una alicuota de 10ul de
espermatozoides y se fijaron 1:1 con paraformaldehido (4%), posteriormente se
colocaron 20 ul de la solucion CTC y fueron protegidos de a luz. Se determiné
la distribucién de [Ca?*i] en un microscopio de epifluorescencia (Rodriguez-
Tobdn et al., 2016)

Tolerancia térmica:

Una vez obtenidos los parametros espermaticos se tomé una alicuota de 500 ul se
dividié en 5 partes de 100 pl y se colocaron en bafo seco a diferentes temperaturas
(21°, 25°, 29°, 33° y 37 °C). En cada alicuota se cuantifico la movilidad de los
espermatozoides por cada hora hasta que se redujo por completo.

Andlisis histolégico

El testiculo y epididimo izquierdos fueron fijados en formalina (10%) posteriormente
deshidratados e incluidos en parafina (Paraplast X-tra). Se realizaron cortes de 5um
que posteriormente fueron tefiidos con hematoxilina-eosina para su analisis en

microscopio optico (Uriostegui, 2021).

Se obtuvieron 6 imagenes por organismo y se midio el area de 60 tubulos seminiferos
por poblacion con ayuda del programa IMAGEJ.

Anéalisis estadistico

Con la finalidad de observar el comportamiento de los datos, fueron analizados bajo

pruebas de normalidad y homocedasticidad (Kolmogérov-Smirnov o Shapiro-Wilk).

27



En la comparacion de las partes del epididimo, se realizaron Andlisis de Varianza o
Kruskal-Wallis dependiendo del comportamiento de los datos, mientras que en la

comparacion de poblaciones se realiz6 t de Student o bien U de Mann-Whitney.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Con la finalidad de comprender el efecto de la temperatura presente en un gradiente
altitudinal, se describié la biologia térmica de la especie y a partir de ella tomamos
como referencia las temperaturas a las que se encuentran expuestas las poblaciones

de S. grammicus para realizar la comparacion de los parametros espermaticos.

Biologia térmica de Sceloporus grammicus

3 Extremo calido

Figura 2. Modelo del gradiente de temperatura para S. grammicus en el que se muestran los extremos

célido y extremo frio. Se colocaron 3 organismos por carril, y se tomo la temperatura cloacal cada hora.

La temperatura corporal que presento la poblacion a 2250 msnm fue significativamente
mayor (p < 0.05) en comparacion con la poblacion a 3500 msnm, 33.84 + 2.6 vs 25.55
* 6.8°C*, respectivamente. Resultados similares en cuanto a la temperatura del aire y
el sustrato las cuales fueron 25.3 £+ 2 .6 vs 18.1 + 2.5*y 27.0 = 2.7 vs 20.7 = 3.5%,

respectivamente (Tabla 1).

La temperatura preferida fue de 34.1 + 3.0y 33.4 £ 3.2 para la poblacion a 2250 msnm
y a 3500 msnm, respectivamente. En cuanto a la temperatura critica maxima los
valores obtenidos para cada poblacién fueron de 44.10 + 1.0y 42.85 + 1.5°C, mientras

que, la temperatura critica minima fue mayor para la poblaciéon a 2250 msnm en
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comparacion a la que se encontré a 3500 msnm (p< 0.05) con valores de 14.19 £ 2.1
vs 11.78 + 0.7°C (Tabla 2).

Tabla 1. Registro de los datos obtenidos de campo en ambas localidades para S. grammicus. Se
muestra la temperatura corporal (Th), temperatura del aire (Ta) y temperatura del sustrato (Ts) en donde

se colectaron a los organismos. Kruskall-Wallis, Dunn’s post hock (*p =00001).

Altitud Tb Ta Ts
2250 msnm 33.84+2.6 25.3+2.6 27.0+2.7
3500 msnm 25.55+6.8* 18.1+2.5* 20.7+3.5*

Tabla 2. Registro de los datos obtenidos del gradiente de temperaturas en horario de actividad de dos
poblaciones de S. grammicus. Se muestra temperatura preferida (T. sel), temperatura critica minima (T.

C. Min.) y temperatura critica maxima (T. C. Max). T de Student, (p = 0.0196).

Altitud T. sel (°C) T. C. Max. (°C) T. C. Min. (°C)
2250 msnm 34.1+3.0 44.101.0 14.19+2.1
3500 msnm 33.4+3.2 42.85+1.5 11.7820.7*

Los resultados de Tsel y CTmax concuerdan con lo establecido en el Efecto Bogert
(1949), el cual sefiala que, lagartos de un mismo género tienden a conservar
temperaturas corporales similares, independiente del sitio en donde habitan. Sin
embargo, la CTminy la Tb fueron diferentes, lo cual sugiere que S. grammicus, a pesar
de ser un organismo termorregulador, presenta adaptaciones en su fisiologia térmica
dependiente de la temperatura ambiental, esto coloca a S. grammicus como un

organismo termo-conforme, lo cual se opone a lo establecido por Bogert.

Hertz et al. (1993) plantean que la fisiologia térmica podria 0 no responder
relativamente rapido a las presiones de seleccion, denominandolas planteamientos
labil y estatico, respectivamente. La fisiologia térmica conservada (estatica) se

favoreceria dado que la Tb es una variable fundamental dentro del gasto de energia
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de ectotermos (Spotila & Standora, 1985), y cambios en las temperaturas corporales
determinarian una serie de cambios en los desempefios de otras variables, esto
repercutiria negativamente en la reproduccion. Mas aun, si se considera que varias
funciones celulares en reptiles ocurren mas rapido a temperaturas proximas a Tsel. La
imposibilidad de cambio, aparte de proteger a los organismos de la seleccion también
limitan la evolucion fisiologica (Mufioz, 2022). Las poblaciones de S. grammicus, a
pesar de encontrarse en altitudes y ambientes diferentes mantiene algunos rasgos de
su biologia térmica. Sin embargo, es necesario definir si esta limitado su evolucion

fisiologica.
Medidas morfométricas

Con la finalidad de conocer si existian diferencias morfolégicas como la talla y el peso
entre los organismos de dos poblaciones a diferentes elevaciones de S. grammicus se
obtuvo la longitud hocico-cloaca y el peso de 10 organismos macho (Grafica 1). Los
organismos de la poblacion a 2250 msnm presentaron mayor longitud hocico-cloaca
(6.4 +£0.7vs5.1+£0.4)ypeso (11.8 +0.9 vs 5.0 £ 0.6) comparado con la poblacion a
3500 msnm (p < 0.05). Este fendbmeno se explica a través de la regla inversa de
Bergmann, la cual establece que los reptiles, como las lagartijas, suelen tener un
cuerpo mas pequefio cuando se encuentran en regiones mas frias; aunado a la
hipétesis del equilibrio térmico el cual postula que, en las regiones mas frias, los
ectotermos presentan tamafios mas pequefios, ya que, pueden ganar calor
rapidamente y preservarlo eficientemente en comparacién con un tamafio corporal

grande (Liang et al., 2023).
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Grafica 1. Longitud Hocico-Cloaca (LHC) (A) y peso corporal (B) de S. grammicus de dos diferentes
poblaciones, 2250 y 3500 msnm. Barras negras indican la poblacion a 2250 msnm; barras grises
sefialan la poblacion a 3500 msnm. Letras indican diferencias estadisticamente significativas entre
poblaciones (n = 10). T de Student, (p < 0.0001), F=2.579, 9, 9; 1.940, 9, 9.

Una vez realizada la eutanasia se obtuvieron los testiculos y epididimos (Figura 3).

Conducto
deferente

Figura 3. Posicion de las gonadas y regionalizacion del epididimo de Sceloporus grammicus en época
reproductiva. (A) Se sefiala el testiculo (T), epididimo (E) y los hemipenes (H); (B) T=testiculo, asi como

la regionalizacion del E=epididimo (caput, corpus y cauda) (Arhana et al.,2023).
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IGS e IES

Se calcul6 el indice gonadosomético (IGS) y epididimosomatico (IES) con el fin de
conocer el efecto de la temperatura a la que estan expuestas las lagartijas en ambas
poblaciones sobre el peso del testiculo y epididimo. La poblaciéon a 2250 msnm
presentdé mayor IGS en comparacién a la poblaciéon a 3500 msnm (0.6 £ 0.2 vs 0.3 £
0.1), caso contrario ocurri6 en el caso del IES (0.1 £ 0.06 vs 0.1 + 0.08) (Grafica 2).

A B
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2250 3500 2250 3500
Altitudes Altitudes

Grafica 2. (A) indice gonadosomatico (IGS) e (B) epididimosomatico (IEE) de dos poblaciones de S.
grammicus presentes a distintas altitudes. Las cajas indican la mediana del IGS e IEE de S. grammicus
obtenidos de dos diferentes altitudes. Las letras representan diferencias significativas entre poblaciones.
IGS (0.6 £0.2vs0.3+£0.1) eIES (0.1 + 0.06 vs 0.1 + 0.08). T de Student (p < 0.05).

Sceloporus grammicus presenta un patréon reproductivo geograficamente variable y
gue tanto la latitud como la altitud podria modificar dicho patrén, se realiz6 el analisis
histologico con el fin de dilucidar la etapa del ciclo espermatogénico en el que se
encuentra cada poblacion y asi explicar las diferencias encontradas en los indices

gonadosomatico y epididimosomatico.
ANALISIS HISTOLOGICO
MEDIDAS DE LAS AREAS

Los tubulos de la poblacion a menor altitud tuvieron un area mayor a comparacion a la
poblacion a mayor altitud (42492 + 6231 vs 18901 + 4103 um) (Figura 4A). Los

testiculos de ambas poblaciones presentan espermatogonias (G) en la base del
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epitelio germinal (Figura 4B), en la poblacion a 2250 msnm observamos
espermatocitos en diferenciacion (E), espermatidas alargadas (EA) y espermatozoides
(Spz) (Figura 4 A-C). Ambas poblaciones presentan etapa de regresion, sin embargo,
la poblaciéon a 2250 msnm se encuentra en regresion temprana en donde se observa
la separacion de las células del epitelio germinal, mientras que la poblacion a 3500
msnm presenta regresion tardia en donde ya no se encuentra células del epitelio

germinal (Figura 4 a-c) (Méndez-De La Cruz et al., 201; Jenssen et al., 2001).
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Figura 4. Area de los tabulos seminiferos de dos poblaciones de Sceloporus grammicus que presentan
distinta temperatura corporal a distintas elevaciones (2250 msnm = 33.8°C; 3500 msnm = 25.5°C). Las
barras indican el promedio de 60 tibulos por poblacién. Asi como las fotomicrografias de los tabulos
seminiferos (B) de la poblacién a 33.8°C y de la poblacion a 25.5°C, tefiidas con la técnica de
Hematoxilina-Eosina. En el que se sefialan espermatogonias (G), espermatocitos en diferenciacion (E),
espermatidas alargadas (EA) y espermatozoides (Spz). 50 um.

Posteriormente realizamos la histologia del tubulo epididimario de ambas poblaciones.

El epididimo de ambas poblaciones presenta los tipos de células reportadas por
(Aranha et al., 2023), en la regidén de caput observamos células basales (Cb), células
principales (Cp) (Figura 5 A, ay Figura 6 A, a). En la regién de corpus observamos Cb,
Cp, células claras (Cc), células estrechas (Ce) (Figura 5B, b). En cauda, observamos
Cb, Cp, Cc, Ce y Células halo (Ch) (Figura 5C, c). Sin embargo, en la poblacion a

36



mayor temperatura, en la region de caput del epididimo se puede observar una menor
cantidad de espermatozoides e incluso ausencia de los mismos en la region de corpus

y cauda en comparacion a la poblacion a 3500 msnm.

25.5°C

33.8°C

b

caput corpus cauda

Figura 5. Fotomicrografias de las tres regiones del epididimo de dos poblaciones de Sceloporus
grammicus con distinta temperatura corporal a diferente altitud (2250 msnm = 33.8°C; 3500 msnm =
25.5°C) tefiidas con Hematoxilina-Eosina y observadas a 40x. 50 ym. En el que se sefialan: Células

basales (Cb), Células principales (Cp), Células claras (Cc), Células estrechas (Ce) y Células halo (Ch).

Los resultados del andlisis histoldgico respaldan los indices gonadosomatico y
epididimosomético, encontrando menor area en los tubulos seminiferos, se relaciona
con la masa gonadal, asi como mayor area espermatica en la poblacién a 3500 msnm,
resultado contrario en la poblaciéon a menor altitud. Esto podria indicar un desfase
temporal en el proceso espermatogénico entre las dos poblaciones, aunado a que
posiblemente la poblacion a menor temperatura podria estar llevando a cabo el
proceso de almacenamiento prolongado de espermatozoides en el epididimo después
de una regresion testicular, lo cual ha sido reportado en mamiferos como es el caso
del murciélago (Arenas-Rios et al., 2016), sin embargo, se necesita describir el ciclo
reproductivo de ambas poblaciones de Sceloporus grammicus asi como si existe o no
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almacenamiento de espermatozoides en el epididimo y cual es el factor que propicia
esta diferencia en ambas poblaciones.

Parametros espermaticos

Los parametros espermaticos se evaluaron en cada region del epididimo para ambas
poblaciones.

Concentracion

La poblaciéon a 2250 presentd menor concentracion espermatica en cada regién del
epididimo; caput (1.0 £ 0.7 vs 3.7 £ 2.2), corpus (1.4 + 1.4 vs 3.4 + 2.0) y cauda (1.3 £

1.2 vs 3.6 £ 2.4), en comparacion a la poblacion a 3500 msnm (Grafica 3).

104

x 10° spz/ mlL

T

— i -1

24 1

0 ——— — e

Caput Caput Corpus Corpus Cauda Cauda

Grafica 3. Concentracion de espermatozoides obtenida por regién epididimaria de organismos de dos
diferentes poblaciones de S. grammicus de diferentes altitudes (x 106 spz/mL). La caja negra representa
la mediana de concentracion de espermatozoides de la poblacion a 2250 msnm, mientras que, la caja
gris representa la mediana de la poblacion a 3500 msnm. El * indica diferencias estadisticas cuando se
compara entre la misma regién de las dos diferentes poblaciones Kruskal-Wallis post hoc Dun; caput
(1.0+£0.7vs3.7+£2.2), corpus (1.4+1.4vs 3.4+ 2.0)ycauda (1.3+1.2vs 3.6 £ 2.4). (p < 0.05) (n=10).

Los resultados obtenidos en concentracion espermatica, concuerdan con lo observado

en la histologia del epididimo de ambas poblaciones, ya que existe menor area
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espermatica en la poblacion a 2250 msnm en comparacion con la poblacién a 3500
msnm, sin embargo, aun falta dilucidar si existe diferencia entre las poblaciones en
cuanto al almacenamiento espermatico epididimario o si el desfase temporal en el ciclo
espermético es la respuesta a nuestros datos, por lo que no podriamos sugerir que, al
menos, la concentracion espermatica es afectada por la diferencia de 8°C presente en

la temperatura corporal de las poblaciones estudiadas (Tabla 1).

Viabilidad y porcentaje de gota citoplasmatica

Se evaluo la viabilidad de los espermatozoides en cada region del epididimo (caput,
corpus y cauda) de ambas poblaciones, la cual fue mayor al 70% (Gréfica 4 A), sin

encontrar diferencias significativas.

Contrario a lo reportado anteriormente en organismos sometidos a temperaturas altas
o similares a las preferidas, en donde la exposicion a mayor temperatura resulta en
disminucién de la viabilidad espermatica (Retana et al., 2014; Uriéstegui, 2021;
Quintero-Pérez et al., 2023). Nuestros resultados indican que la diferencia de 8°C en
la temperatura corporal de ambas poblaciones no altera la viabilidad de las células

espermaticas.

La poblacion a 2250 msnm presentd mayor porcentaje de gota citoplasmatica en las
regiones de corpus (17.5 + 7.0 vs 8.0 £ 5.3) y cauda (14.2 £ 6.7 vs 7.1 £ 5.1) en
comparacioén a la poblaciéon a 3500 msnm, sin diferencias en la regién de caput (23.9
+11.9 vs 13.5 + 10.3) (Gréfica 4 B). Resultados que concuerdan con lo reportado por
Retana et al. (2014) y Uriostegui (2021), quiénes reportaron retencién de gota
citoplasmatica debido al aumento en la temperatura. Se sabe que la gota
citoplasmatica es enzimaticamente activa y participa en el funcionamiento adecuado
de las mitocondrias en los espermatozoides como fuente de energia durante su

transporte en el epididimo en tortugas de caparazon blando (Tarique et al., 2020).
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Grafica 4. A. Porcentaje de viabilidad. B. Porcentaje de gota citopldsmica. Las barras de color negro
representan a los animales colectados a una altitud de 2250 msnm, mientras que las barras de color
gris representan a aquellos colectados a 3500 msnm. Caput (23.9 £ 11.9 vs 13.5 + 10.3), corpus (17.5
+7.0vs 8.0+5.3)ycauda (14.2 £ 6.7 vs 7.1 £ 5.1) t de Student. (*p=0.0031, **p=0.0167) (n=10).

En mamiferos se ha estudiado el contenido de la gota citoplasmatica (CG) como
estructura indispensable en el mantenimiento de los espermatozoides, Xu et al.
(2013)estudiaron la relacion de la presencia u ausencia de la GC en el desarrollo de la
movilidad espermatica en ratones y monos, su estudio mostré6 que los
espermatozoides con presencia de GC lograban la movilidad progresiva, mientras que,
aquellas células que no la tenian rara vez presentaban movilidad, sus estudios
sugieren que la GC tiene un papel importante en el desarrollo de la movilidad durante
la maduracién epididimaria. Aunado a esto, Yuan et al. (2013) realizaron analisis
proteémicos en las GC de ratdon con el fin de dilucidar la funcion de dicha estructura,
encontraron 105 proteinas de las cuales aproximadamente el 60% son enzimas
involucradas en las funciones de los espermatozoides. Dos de ellas: la isoforma C de
la lactato deshidrogenasa y la fosfoglicerato quinasa 2, las cuales participan en la
produccion de energia del espermatozoide a través de la glucolisis anaerébica la cual
es la principal fuente de produccion de ATP, esencial para la fosforilacion de la proteina
tirosina y la activacion de la movilidad, a su vez, mostraron que la actividad mitocondrial
es mayor es espermatozoides con GC en comparacion con los que no la poseen, dado
gue la GC se encuentra en la pieza media de los espermatozoides por lo cual tiene

contacto con las mitocondrias, también mostraron que las concentraciones de piruvato
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(sustrato tanto de la glucolisis como del ciclo de Krebs) son mas altas en

espermatozoides con GC en el corpus y cauda del epididimo.

Sceloporus grammicus, asi como diversos reptiles (Retana et al., 2014;Uriostegui,
2021) ; Tarique et al., 2020) retienen la gota citoplasmatica y la retencidbn aumenta
respondiendo al incremento de la temperatura, por lo cual es posible que dicha

retencion sea como reserva de energia para contrarrestar el incremento.

Movilidad

La movilidad inicial (Tiempo 0) no presento diferencias entre las regiones del epididimo
de la poblacién a 2250 msnm (caput (45.8 + 17.3) vs corpus (82.2 + 29.5) vs cauda
(66.9 £ 14.2): vs vs) ni en la poblacion a 3500 msnm (caput (18.8 + 9.2) vs corpus
(36.20 £ 22.1) vs cauda (35.7 £ 20.1)) (Grafica 5). En tiempo 0, los espermatozoides
de la poblacion a 2250 msnm presentaron mayor porcentaje de movilidad en
comparacion a la poblaciéon a 3500 msnm en la region de caput (45.8 +17.3 vs 18.8 +
9.2) y cauda (66.9 £ 14.2 vs 35.7 + 20.1), sin mostrar diferencias en la region de corpus
(52.2 £ 29.5 vs 36.20 + 22).

Una vez obtenidos los parametros espermaticos, se utilizé una alicuota de 500 uL de
espermatozoides mas medio, la cual se dividié en 5 partes de 100 uL y se cuantificd

la movilidad cada hora a diferentes temperaturas.

La movilidad inicial (Tiempo 0) no presento diferencias entre las regiones del epididimo
en ambas poblaciones. 2250msnm (Caput vs corpus vs cauda: 45.8 £+ 17.3 vs 52.2
29.5 vs 66.9 £ 14.2); 3500 msnm (Caput vs corpus vs cauda: 18.8 + 9.2 vs 36.20 +
22.1vs 35.7 £ 20.1). La poblacion a 2250 msnm presento mayor % de movilidad en la
region de caput (45.8 + 17.3 vs 18.8 + 9.2) y cauda (66.9 + 14.2 vs 35.7 + 20.1), sin
mostrar diferencias en la region de corpus (52.2 + 29.5 vs 36.20 + 22). Los
espermatozoides de la poblacibn a 2250 msnm presentaron disminucién de la
movilidad a las 4 h vs 7 h de la poblacion a 3500 msnm a 21 °C. De 25-29 °C los
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espermatozoides de la poblacion a 2250 msnm presentaron disminucion de la
movilidad a las 5-6 h vs 3 h de la poblacién a 3500 msnm. A 37 °C los espermatozoides

de ambas poblaciones presentaron disminucion de la movilidad a las 2 h (Grafica 5).

Sin embargo, la temperatura 6ptima que mantuvo la movilidad por hasta 9 horas fue
de 25°C y 29°C en la poblacion a 2250 msnm y 3500 msnm respectivamente, lo que

responde a la temperatura corporal que presentaron ambas poblaciones.
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Grafica 5. Porcentaje de movilidad de espermatozoides de S. grammicus (caput, corpus y cauda) a
distintas temperaturas por 8 horas. (A, B, C) poblacion a 2250 msnm, (a,b,c) a 3500 msnm. Los
simbolos indican las temperaturas a las que fueron expuestos los espermatozoides (e 21°C, = 25°C,
A 29°C, V 33°Cy ¢ 37°C).

Nuestros resultados son similares a lo encontrado en espermatozoides de dos
especies de serpientes (Tourmente et al., 2007), en donde los espermatozoides de
Boa constrictor occidental y Waglerophis merremi que fueron sometidos a distintas
temperaturas, presentaron disminucion de la movilidad a las 2 horas a 37 °C y la
temperatura Optima para mantener la movilidad para estas dos especies fue de 25 °C,
esto sugiere que, los efectos nocivos de las altas temperaturas de incubacién podrian
deberse a un aumento en el metabolismos de los espermatozoides, esto aumenta el
consumo de energia y da como resultado una aceleracion general de la senescencia

de los espermatozoides.
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El aumento en el metabolismo del espermatozoide aunado al incremento de
temperatura resulta en mayor generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO),
(Durairajanayagam et al., 2015), las ERO son un grupo de moléculas que contienen
oxigeno con diferente capacidad quimica conformados por radicales libres (RL) los
cuales contienen uno o mas electrones no apareados, lo que las hace reactivas frente
a otras moléculas, la mayoria de las ERO se generan a nivel mitocondrial en los
procesos que generan energia (Carvajal, 2019). Los RL son el anion superoxido (O)
radical hidroxilo (OH") y el 6xido nitrico, también otras moléculas como el peroxido de
hidrégeno (H202) que no son radicales libres pero que actuan fisiolégicamente como
tal (Tortolero et al., 2003). Dentro de los efectos de las ERO se encuentra la
peroxidacion lipidica, proceso que tiene como resultado cambios degradativos que
afectan la organizacion y funcion de la membrana del espermatozoide (Tortolero et al.,
2003; Carvajal, 2019).La disminucion de la movilidad espermatica podria deberse a
gue la peroxidacion lipidica reduce el contenido de acidos grasos en la membrana
plasmatica del espermatozoide y con ello, perdida de la fluidez e integridad lo que
resulta en perdida de la movilidad espermética (Tortolero et al., 2003). Proceso que
podrian estar llevando a cabo los espermatozoides sometidos a temperaturas mayores
a su temperatura Optima para mantener la movilidad, caso mas particular a 37°C,

temperatura en la cual la movilidad solo perdura por dos horas.

Compactacion de ADN

Los espermatozoides de Sceloporus grammicus no presentaron diferencias entre
regiones del epididimo (caput (47.4 £ 26.35) vs corpus (61.60 + 8.09) vs cauda (74.8
+ 15.19)) y (caput (37.20 +£15.51) vs corpus (56.2 £ 18.7) vs cauda (62.40 = 19.44))
para la poblacion a 2250 msnm y 3500 msnm respectivamente, asi mismo, no se

encontraron diferencias entre poblaciones (Gréfica 6).
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Grafica 6. Compactacién de ADN en espermatozoides de las diferentes regiones del epididimo (caput,
corpus y cauda) de dos poblaciones de Sceloporus grammicus de dos diferentes altitudes. Barras
negras poblacion a 2250 msnm; Barras grises poblacién a 3500 msnm. (n = 10).

En mamiferos, se sabe que la compactacion de ADN comienza durante el paso de los
espermatozoides al epididimo, la cromatina se encuentra organizada en los
nucleosomas, los cuales estdn compuestos por histonas, la condensacién nuclear
inicia con la hiperacetilacion estas proteinas y persiste en el intercambio de histonas
por protaminas (Quintero—Vasquez et al.,, 2015). Cuando los espermatozoides
transitan por el epididimo, las protaminas bloquean determinados genes por medio de
puentes disulfuro, lo cual resulta en mayor compactacion del ADN (Enciso, 2009). Sin
embargo, los espermatozoides de ambas poblaciones de Sceloporus grammicus no
presentaron cambios en la compactacion de ADN en ninguna de las regiones del
epididimo, asi mismo, no hubo diferencias entre las poblaciones estudiadas (Figura 6),
esto podria indicar que el sistema de intercambio de histonas por protaminas se lleva
a cabo desde el testiculo o podria ser mas eficiente lo que sucede en mamiferos, seria
de gran importancia realizar mas estudios al respecto. Se ha estudiado que las altas
temperaturas podrian alterar la funcién de las proteinas, sin embargo, para Sceloporus
grammicus, la diferencia en la temperatura en la que se encuentran ambas

poblaciones, no afecta la compactacion del ADN en los espermatozoides.
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Concentracién de calcio intracelular ([Ca?*]i)

Se evalud la [Ca?*]i por medio de citometria de flujo, el cual fue expresado como el
indice de fluorescencia (IF). No se encontraron diferencias entre las regiones del
epididimo (caput (10.36 £ 10.15) vs corpus (7.78 + 4.37) vs cauda (8.65 + 9.2)) y (caput
(18.15 + 9.6) vs corpus (7.24 £ 6.32) vs cauda (22.37 + 16.62)) para la poblacion a

2250 msnm y 3500 msnm respectivamente ni entre poblaciones.

24
[Ca™];
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Gréafica 7. Concentraciéon de Ca?*i reportado como el indice de fluorescencia resultante de la unién de
Fluo 3-AM en espermatozoides obtenidos de las tres regiones del epididimo de dos poblaciones de
Sceloporus grammicus de dos diferentes altitudes, las cajas negras representan la mediana y cuartiles
del indice de fluorescencia de la poblacién a 2250 msnm, mientras que las cajas grises la poblacién a
3500 msnm. (n=5 por poblacién).

En mamiferos, la [Ca?'] en el espermatozoide disminuye conforme transita el
epididimo con el fin de evitar la hiperactivacion, siendo de aproximadamente 1.3 nm
en el segmento inicial hasta 0.25 nm en la cauda (Shum et al., 2022). Sin embargo, los
espermatozoides de Sceloporus grammicus no presentaron diferencias en la [Ca?*]ien
las diferentes regiones del epididimo. En mamiferos, la concentraciéon Ca?* en la
region de cauda del epididimo es mayor que lo estudiado en mamiferos (0.5mEg/L),
sin embargo, no es suficiente para inducir la cascada de sefializacién para que se lleve

a cabo la capacitacion, esto sugiere que las células podrian estar modificando su
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fisiologia y reservando el calcio para llevar a cabo la activacion, hiperactivacion y la
reaccion acrosomal y posiblemente requieran concentraciones superiores a las
requeridas en la mayoria de los mamiferos para llevar con éxito la fertilizacion. A su
vez, la temperatura a la que estan expuestas las poblaciones parece no afectar las
proteinas que transportan el calcio como TRPV1 ya que no se presentaron diferencias
en dicha concentracion entre poblaciones, sin embargo, para conocer la localizacion
del calcio intracelular, se determind su distribucién en los espermatozoides de

Sceloporus grammicus.

Distribucion de [Ca?]

En espermatozoides de mamiferos se ha estudiado la distribucién del [Ca?*]i con el fin
de evaluar el proceso de capacitacion espermatica, sin embargo, la localizacién del
calcio durante el proceso de maduracién epididimaria no se ha realizado en especies
de vertebrados como las lagartijas.

Los espermatozoides de ambas poblaciones de Sceloporus grammicus presentaron
cuatro patrones de distribucion de [Ca?*]i(Gréfica 8 C). La poblacién a 2250 msnm tuvo
mayor presencia de calcio en la gota citoplasmatica en las regiones de corpus y cauda
del epididimo en comparacion a las distintas distribuciones; mientras que, la poblacion
a 3500 msnm tuvo mayor concentracion de calcio en la region acrosomal asi como en
la pieza media en cada parte del epididimo en comparacién a las distintas
distribuciones presentes (Gréafica 8).
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Gréfica 8. Patrones de distribucion [Ca?']i en espermatozoides obtenidos de las tres regiones del
epididimo en dos poblaciones de Sceloporus grammicus observados por CTC en microscopia de
epifluorescencia. A) Poblacién a 2250 msnm; B) poblacién a 3500 msnm; C) se muestra la distribucion
de [Ca?]i en espermatozoides de S. grammicus. Letras indican diferencias entre patrones. * indica
diferencia entre la region anterior; + indica diferencia entre la Ultima regién. ANOVA seguido de Tukey.

p < 0.05. (n =5 por poblacion).

En mamiferos se han registrado reservorios de calcio en las mitocondrias, acrosoma
y en la REN, los cuales son posiblemente utilizados para el desarrollo de la activacion
e hiperactivacion del espermatozoide (Amaral et al., 2013), en los espermatozoides de
S. grammicus el calcio se observé en mayor proporcion en la gota citoplasmatica y en
la region del acrosoma, estos podrian ser sus reservorios de calcio, y una vez que
ingresen en el tracto genital femenino pudieran modificar su movilidad como sucede

en mamiferos, reconocida como hiperactivacion.

La comparacion en los patrones de distribucion de calcio entre ambas poblaciones,

indica que, la poblacion a 2250 msnm mantiene el calcio en la gota citoplasmatica sin
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importar la region del epididimo en el que se encuentre el espermatozoide, mientras
que, la poblacién a 3500 msnm distribuye el calcio entre la region del acrosoma y la
pieza media, distribucién similar a lo que presenta un espermatozoide capacitado de
mamifero (Tabla 3).

Tabla 3. Patrones de distribucion [Ca?']i en espermatozoides obtenidos de las tres regiones del

epididimo en dos poblaciones de Sceloporus grammicus observados por CTC en microscopia de

epifluorescencia. * Indica diferencia entre el mismo patrén entre poblaciones (p < 0.05).

Caput 6.6+3.2 91.8+44 | 65.816.3 39.6+5.0 6.0+3.2 | 38.0+2.0* | 62.2+7.6 | 96.4+3.2*

Corpus 74435 35.0+07 | 92.8+144 | 28.8+10.6 9.8+24 | 44.0+£10.0 | 45.2+11.8* | 103+4.2*

Cauda 124436 | 39.6+54 87.6+5.6 62.0+3.7 38+1.3 20.2+2.9% | 24.4+7.3* | 145+4.3*
Poblacion 2250 msnm 3500 msnm

La retencion de la gota citoplasmética atribuida a la exposicion a mayor temperatura
(Retana et al., 2014; Uriostegui, 2021) podria estar relacionada con el reservorio de
calcio en dicha estructura en los espermatozoides de la poblacion a 2250 msnm para
combatir el aumento de la temperatura, ya que al aumentar el metabolismo
incrementan las especies reactivas de oxigeno resultando en lipooxigenasas un
agonista del canal TRPV1 ya que al activarse el receptor, permite la entrada de calcio
a la célula, al encontrarse el calcio en la gota citoplasmatica y no en el acrosoma,
podriamos sugerir que podrian estar evitando la hiperactivacion o bien la reaccion
acrosomal. Contrario a esto, la poblacibn a 3500 msnm se encuentra expuesta a
menores temperaturas, por lo que el reservorio de calcio no estaria en la gota
citoplasmatica, se podria suponer que como sucede en mamiferos, exista un sitio de
almacén parecido a la ENR, el cual es utilizado para la movilidad espermatica, sin
embargo, hace falta mas estudios en los que se analice la ultra estructura del

espermatozoide para dar una ubicacion precisa de estos reservorios de calcio.
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CONCLUSIONES

Sceloporus grammicus presenta adaptaciones en su fisiologia térmica, asi como en su
fisiologia espermatica dependiendo de la temperatura ambiental en la que se
encuentre, lo cual se opone a lo propuesto por el Efecto Bogert.

La retencidn de la gota citoplasmatica podria ocurrir en funcion del mantenimiento del

metabolismo del espermatozoide aunado al incremento de la temperatura.

La distribucién del Ca?* intracelular podria responder a la diferencia de 8°C en la

temperatura corporal que presentaron ambas poblaciones.

PERSPECTIVAS

Se requiere describir el ciclo espermatogénico de ambas poblaciones y estudiar si
existe almacenamiento espermatico en el epididimo, asi como los factores ambientales

que modifican dichos procesos.

Dilucidar la participacion de la gota citoplasmatica en los espermatozoides

epididimarios de lagartijas.

Describir los procesos post testiculares como la maduracién epididimaria y la
capacitacion aunados a la distribuciéon de Ca?* intracelular, con el fin de entender un

poco mas la fisiologia espermatica de los reptiles.
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