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RESUMEN

El ajolote de Xochimilco (Ambystoma mexicanum) es una salamandra neoténica
endémica de la zona lacustre del valle de México. Aunque es una especie que ha sido
utilizada como un modelo biologico en diversos estudios ontogénicos y biomédicos,
son escasos los conocimientos que se tienen acerca de su biologia de la reproduccion.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es describir las variaciones morfoldgicas del
ovario y de la espermateca de A. mexicanum durante un ciclo anual con el fin de
incrementar los conocimientos que se tienen acerca de su ciclo reproductor. Fueron
utilizados 20 ejemplares en total. Las muestras de tejidos fueron procesadas utilizando
la técnica histologica para microscopia de luz. Se realizaron cortes histolégicos
seriados de seis micrometros y se utilizaron las siguientes técnicas de tincion:
hematoxilina-eosina, tricromica de Masson y tricromica de Gallego para la descripcion
morfologica, acido peryodico de Schiff para la identificacion de carbohidratos neutros
y azul alciano para la identificacion de carbohidratos &cidos. Los ovarios de A.
mexicanum son estructuras saculares donde se localiza el epitelio germinal, asi como
diferentes tipos de foliculos. La cloaca de A. mexicanum presenta un epitelio columnar
biestratificado con células ciliadas y secretoras. Se identificaron tres tipos de glandulas
de morfologia tubulo-alveolar: las ventrales, las dorsales y las espermatecas. Se
observaron variaciones estacionales en las proporciones de los foliculos ovaricos
durante el estudio, siendo el periodo de julio a enero donde se registré la mayor
actividad ovérica. Por otro lado, no se observaron variaciones significativas en el

diametro de la espermateca o en la altura de su epitelio a lo largo de este estudio.



ABSTRACT

The Xochimilco axolotl (Ambystoma mexicanum) is a neothenic salamander
endemic to the lacustrine zone of the Valley of Mexico. Although it is a species that has
been used as a biological model in various ontogenetic and biomedical studies, there
is scarce knowledge about its reproductive biology. Therefore, the objective of this work
is to describe the morphological variations of the ovary and the spermatheca of A.
mexicanum during an annual cycle, in order to increase the knowledge about its
reproductive cycle. A total of 20 specimens were used. Tissue samples were processed
using histological techniques for light microscopy. Serial histological sections of six
micrometers were made and the following staining techniques were used: hematoxylin-
eosin, Masson's trichrome and Gallego’s trichrome for morphological description,
periodic acid Schiff for the identification of neutral carbohydrates and alcian blue for the
identification of acid carbohydrates. The ovaries of A. mexicanum are saccular
structures where the germinal epithelium is located, as well as different types of
follicles. The cloaca of A. mexicanum has a bistratified columnar epithelium with ciliated
and secretory cells. Three types of tubule-alveolar morphology were identified: the
ventral, the dorsal and the spermathecae. Seasonal variations were observed in the
proportions of the ovarian follicles during the study, the period from July to January
registered the highest ovarian activity. On the other hand, no significant variations were
observed in the diameter of the spermatheca or in the height of its epithelium
throughout this study.



I. INTRODUCCION
1.1 Situacién actual de los anfibios.

En los dltimos 25 afios el nimero de anfibios se ha reducido dramaticamente en
diversos lugares del mundo y esta reduccion se ha agravado a un ritmo alarmante,
volviéndolos en la actualidad el taxdn de vertebrados con la proporcion mas alta de
especies en peligro de extincion (Beebee y Griffiths, 2005; Cushman, 2006). De
acuerdo a Rawson et al. (2011), aproximadamente un tercio de las 6,284 especies de
anfibios estan en peligro de extincion y un 43% se enfrenta a una disminucién de sus
poblaciones. El declive se puede deber a una compleja interaccion de factores como
son: cambio climatico, su alta vulnerabilidad a los patégenos, introduccion de especies
exoticas, exposicion a la creciente radiacion ultravioleta, contaminacion, explotacion
directa de estas especies, asi como a la fragmentacion, degradacion y pérdida del
habitat original por las actividades antropoldgicas (Beebee y Griffiths, 2005; Cushman,
2006; Barrett y Guyer, 2008; Harmer y Mcdonnell, 2008; Rawson et al., 2011).

Debido a ello, se estdn adecuando diferentes tecnologias reproductoras con el
fin de mejorar los planes de manejo y conservacion de las especies de anfibios (Kouba
et al., 2009; Browne et al., 2011; Rawson et al., 2011 y Kouba et al., 2013). Entre estas
especies estan: Rana sylvatica (Beesley et al., 1998), Rhinella marina (Browne et al.,
1998; Proafo-Olmos, 2013), Crinia signifera, Limnodynastes peroni, Litoria
brevipelmata, L. dentata, L. fallax, L. latopalmata, L. lesueuri, L. nasuta, L. peroni, L.
phyllochroa, L. subglandulosa, Philoria sp., Pseudophryne bibroni (Browne et al., 2002)
y Rana temporaria (Shishova et al., 2011). La mayoria de estos trabajos se han

enfocado en Anuros.



1.2 Ciclos reproductores y sistema reproductor femenino de Urodelos

Los estudios comparados sobre la biologia de la reproduccion han demostrado
gue existe una gran variabilidad de patrones reproductores entre las diversas especies
de vertebrados (Roldan y Garde, 2004). De acuerdo a Ferreira et al. (2009), los ciclos
reproductores pueden clasificarse en tres tipos: 1) Continuos, sin variaciones en la
actividad reproductora, 2) Continuos pero con variaciones en la actividad reproductora,
donde, en determinadas temporadas hay una mayor produccion de gametos que en
otras, y 3) Estacional, donde se observan periodos de inactividad reproductora.

En urodelos, al igual que en otros vertebrados estacionales, se presentan
variaciones morfolégicas y fisiol6gicas del aparato reproductor, observandose cambios
ciclicos relacionados a las condiciones climaticas del ambiente, tales como la duracién
del fotoperiodo, la temperatura y la precipitacion pluvial (Baitchman y Herman, 2014;
Yartsev y Kuranova, 2015). Un adecuado aporte de nutrientes también es un factor
esencial en los procesos reproductores, particularmente en las hembras donde la
vitelogénesis y la maduracién de los ovocitos requieren abundantes reservas de
energia (Uribe, 2009).

De acuerdo con Uribe (2009) el sistema reproductor femenino de la mayoria de
los urodelos consiste de dos ovarios, dos oviductos y la espermateca. Los ovarios de
los urodelos son estructuras elongadas e irregulares localizadas en la cavidad
abdominal y sujetas a la pared dorsal por el mesovario. A nivel histolégico, el ovario es
una estructura sacular con varios sacos ovaricos y una cavidad central llena de linfa.
La pared del ovario se encuentra delimitada por epitelio ctubico simple, el cual rodea
a la corteza ovarica, la cual se compone de epitelio germinal y estroma adyacente. El
epitelio germinal consiste de células germinales (ovogonias y ovocitos) y células
somaticas (algunas de ellas formaran células de la granulosa) apoyadas por una
membrana basal. El estroma ovarico esta conformado por tejido conjuntivo laxo que
contiene fibras de colagena, fibroblastos, varios tipos de células del sistema
inmunoldgico, vasos sanguineos, vasos linfaticos y fibras nerviosas (Uribe, 2003;
2009).



La ovogénesis es un proceso complejo por el cual una célula progenitora, la
ovogonia atraviesa por varios procesos celulares como la mitosis, meiosis, sintesis de
ARN y acumulacién de sustancias de reserva para convertirse en un ovocito maduro
(Uribe, 2003). De acuerdo a Grier, Uribe y Patifio (2009) la ovogénesis comprende
cinco estadios: proliferacion de ovogonias, cromatina-nucleolo, crecimiento primario o

previtelogénesis, crecimiento secundario o vitelogénesis y ovulacion.

Los oviductos son érganos pares elongados que se extienden a cada lado de la
linea media de la cavidad corporal, sujetos a la pared dorsal por el mesenterio dorsal.
Estos conductos se dividen en cuatro regiones que son morfologica y funcionalmente
diferentes: el infundibulo u ostium, la pars recta o atrium, la pars convoluta o ampolla

y el ovisaco o parte aglandular posterior (Greven, 2002; Uribe, 2009).

A. El infundibulo esta formado por una delgada pared que posee una mucosa
muy plegada. Los pliegues de la mucosa son de forma y tamafio irregular y estan
proyectados hacia el lumen. La mucosa en el infundibulo estad constituida por un

epitelio cubico o columnar con células ciliadas y secretoras.

B. La pars recta es una region de transicion entre el infundibulo aglandular y la
ampolla altamente glandular. Su pared esta plegada al igual que la del infundibulo,
pero los pliegues son mas cortos y gruesos y el epitelio muestra algunas células
secretoras, encontrandose solas 0 en grupos y dispersas entre las células epiteliales

cuUbicas.

C. La pars convoluta, llamada también ampolla o regién contorneada glandular
media, muestra un progresivo aumento en el nimero de glandulas tubulares. El epitelio
luminal contiene pocas células ciliadas dispersas entre numerosas células secretoras.
Las células secretoras son grandes, de forma prismatica, tienen un nucleo basal y el
citoplasma es ligeramente vacuolado. De acuerdo con Greven (2002), estas glandulas
se abren al lumen secretando proteinas glicosiladas, mucopolisacaridos acidos y

neutros, mucopolisacaridos sulfatados y carbohidratos neutros, los cuales se van



acumulando alrededor del ovocito, conformando las subcapas que componen la

cubierta gelatinosa.

D. El ovisaco es la region mas caudal del oviducto, el cual forma una region
aglandular corta y recta. La mucosa presenta epitelio columnar con células ciliadas.
En contraste con otras regiones del oviducto, las capas de tejido conjuntivo y muscular
del ovisaco son mas gruesas. El incremento en el nUmero de fibras musculares en esta

region sirve de apoyo durante la oviposicion.

La espermateca es una estructura glandular que se localiza dorso-lateralmente
en el lumen cloacal y participa en el almacenamiento de los espermatozoides, estando
presente en muchas especies de salamandras (Uribe, 2009) (Cuadro 1). Hay dos tipos
de espermateca: 1) simple, constituida por numerosas glandulas tubulares simples y
2) compuesta, constituida por una sola glandula alveolar compuesta (Gonzéalez-Ledn
y Ramirez-Pinilla, 2011). La espermateca no se considera parte del oviducto ya que
es un derivado de la cloaca. Una vez que el espermatéforo esta en el interior de la
cloaca de las hembras, éste degenera liberando a los espermatozoides, los cuales
migran a lo largo de la pared dorsal de la cloaca hacia la espermateca, manteniéndose
almacenados y en quiescencia. Una vez inseminada, la hembra puede esperar hasta
que se presenten las condiciones adecuadas para la ovulacion. Los espermatozoides
pueden ser mantenidos en la espermateca durante largos periodos de tiempo, desde

unas pocas horas hasta meses o incluso afos (Sever, 1991, 1995).

Por ello, es de gran importancia realizar estudios sobre la biologia reproductora
de especies silvestres, como es el caso de Ambystoma mexicanum, con el propdsito
de obtener y utilizar la informacion resultante en el desarrollo de protocolos de
conservacion (Roldan y Garde 2004; Kuoba et al., 2009); un tema de especial interés
para un pais megadiverso, como es el caso de México, el cual ocupa el quinto lugar
en rigueza de anfibios (Parra-Olea, Flores-Villela y Mendoza-Almeralla, 2014), no
obstante, se desconocen aspectos basicos de la biologia reproductora de estas

especies.



1.3 Descripcion y estatus de conservacion de Ambystoma mexicanum

El ajolote de Xochimilco (Ambystoma mexicanum) es una salamandra de la
familia Ambystomatidae de distribucion restringida, encontrandose solamente en dos
cuerpos de agua localizados en el Valle de México: el lago de Xochimilco y el lago de
Chalco, los cuales se han visto perturbados por la actividad humana (Zambrano-
Gonzélez et al., 2003). A. mexicanum muestra un estado neoténico, es decir, no
presentan metamorfosis, permaneciendo en su forma acuatica larval a lo largo de todo
su ciclo de vida. Presenta una longitud hocico-cloaca promedio de 132 mm con una
cola de 125 mm de longitud, y la aleta caudal detras de la interseccion de las branquias.
Es un organismo robusto de piel lisa en la mayoria del cuerpo, puede presentar
glandulas con poros en la cabeza. Son de color oscuro entre negro y café aunque el
vientre y la region del saco gular muestran una coloracion amarillenta o parda con
puntos oscuros y algunas veces manchas claras (Aguilar-Miguel y Casas-Andreu,
2005). Las caracteristicas dimérficas sexuales solo son visibles en la época de
reproduccion, ya que se observa una dilatacion en la zona cloacal de los machos,
producto del incremento de tamafio de las glandulas cloacales (Servin-Zamora, 2011).
De acuerdo con Park et al. (2004), no se tienen datos concisos sobre el inicio y la
duracion de la temporada reproductora de A. mexicanum y los registros que se tienen

varian de manera considerable unos de otros.

Debido a factores como la contaminacién ambiental, la presion de especies
introducidas y la sobreexplotacion humana para diferentes fines (alimenticio y de
ornato), la poblacion de A. mexicanum ha sido mermada drasticamente, por lo que la
Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) en 2006 colocé a
esta especie en la categoria de “en peligro critico” (Zambrano et al., 2010) y la Norma
Oficial Mexicana 059 de SEMARNAT (NOM-059-SEMARNAT-2010) la catalog6 como

especie en peligro de extincion.

La mejor estrategia para la conservacion de la biodiversidad es la preservacion
del medio natural, sin embargo, en algunas ocasiones, como es el caso del lago de

Xochimilco, no es una estrategia posible; por estos motivos es importante reconocer



que existen estrategias complementarias para la conservacion de la biodiversidad.
Entre ellas se incluyen la cria en cautividad, el desarrollo de bancos de recursos
genéticos y el uso de biotecnologias para su reproduccién (Holt et al., 2003; Howard
et al., 2003; Roldan y Garde, 2004; Kouba et al., 2009). La cria en cautiverio permite
el conocimiento sobre su reproduccion, que no es de facil acceso cuando los animales

estan libres en la naturaleza (Temple-Smith, 2003).

Con respecto a A. mexicanum, Servin-Zamora (2011) enlista algunas
instituciones, nacionales y extranjeras, donde actualmente se han establecido colonias

reproductoras, entre ellas:

Nacionales:

e El Zoolégico de Chapultepec

e El Zooldgico Los Coyotes

e El Centro de Investigaciones Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC)
e La Facultad de Estudios Superiores (FES) Unidad Iztacala

e El Instituto de Biologia de la UNAM

e La UMA Umbral Axochiatl de Xochimilco

Extranjeras:

e Universidad de Indiana, EUA

e Universidad de Washington, EUA

e El Zoolégico de Toronto, Canada

e El Zoolégico de Chester, Reino Unido

e El Zooldgico de Beijing, China.

Sin embargo, no hay un plan de reproduccién asistida para esta especie en estas
instituciones. Por lo tanto, es fundamental estudiar las caracteristicas de sus sistemas
reproductores, como es el caso del analisis histoldgico del ovario y la espermateca
durante un ciclo anual. El andlisis histoldégico del ovario es esencial, ya que ofrece

datos sobre la actividad gametogénica y de las etapas del ciclo reproductor. Ademas,



el analisis histolégico de la espermateca permitird definir la naturaleza de sus
secreciones Yy sus variaciones durante la época reproductora, o que permitira
comprender los procesos por los que pasan los espermatozoides y asi, aportar
conocimientos que se incorporen a los programas de conservacion tanto para esta
especie como para otras relacionadas a diferentes escalas (conservacion de

germoplasma, reproduccion in situ, reproduccion ex situ, reproduccion asistida).

, Tipo de Morfologia del _
Especie o Secreciones
espermateca epitelio
Eurycea cirrigera .
o Polisacéridos neutros y
(Sever, 1991, Severy Compuesta Cilindrico )
proteinas (PAS+).
Brunette, 1993)
Mucopolisacaridos &cidos
Ambystoma opacum _ Plano, .
Simple (AA+) Lipidos (Sudan
(Sever y Kloepeer, 1993) Columnar
negro +)
Salamandra terdigitata Mucopolisacéaridos
(Brizzi, Delfino y Calloni, s Cubico, acidos, glucidos y
imple e .
1989; Brizzi, Delfino, Selmi, Cilindrico proteinas (AA+ , PAS+,
& Sever, 1995) Ninhidrina/Schiff +)
Ambystoma tigrinum _ Glicoproteinas
Simple Columnar
(Sever, 1995) (PAS +)
Notophthalmus viridescens . _ i
_ _ Cubico o Glicoproteinas
(Sever, Rania, y Krenz, Simple
Columnar (PAS +)
1996)
Triturus vulgaris _ . Carbohidratos neutros
Simple Cubico
(Sever et al., 1999) (PAS +)
Rhyacotriton variagatus . Mucopolisacéaridos acidos
o , Cubico a _
(Sever, Tait, Diller, y Simple y Carbohidratos neutros
Columnar
Burkholder, 2004) (AA+y PASH)
Bolitoglossa nicefori Mucopolisacaridos acidos
(Gonzélez-Le6n y Ramirez-  Compuesta Columnar y Carbohidratos neutros

Pinilla, 2011)

(AA+ PASH+)

Cuadro 1. Estudios histoquimicos de las espermatecas de diferentes especies.



II. ANTECEDENTES

Los estudios realizados en A. mexicanum se han enfocado mayormente a su
ontogenia y capacidad regenerativa (Schreckenberg y Jacobson, 1975; Tank et al.,
1976; Endo et al.,, 2004; Satoh et al., 2008) y recientemente, a cuestiones
poblacionales y ecoldgicas (Zambrano et al., 2010). En cuanto a su reproduccion, no
se conoce claramente el periodo de su actividad sexual y los diferentes reportes
existentes aportan informacion que varia de manera considerable. Al respecto, Park et
al. (2004), sugieren que puede ser en los meses de primavera, mientras que Servin-
Zamora (2011) indica que la época de reproduccion tiene lugar de diciembre a junio,
aungque también menciona, con base en lo relatado por pescadores y criadores de
Xochimilco, que la reproduccién puede ser de noviembre a abril. La Comisién Nacional
para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO, 2011) reporta que el
periodo reproductivo de A. mexicanum abarca de noviembre a febrero.

Entre los pocos estudios relacionados con la biologia reproductora de A.
mexicanum, se encuentran los trabajos de Uribe et al., (1989) con la descripcion
histologica del oviducto, de Carroll et al. (1992) con un analisis estructural de la
composicion macromolecular de la cubierta gelatinosa de los huevos, de Mansour et
al. (2011) quienes estandarizaron el protocolo para la obtencion de gametos
masculinos y femeninos y de Mendoza-Cruz et al. (2017), con una descripcion
morfogenética del desarrollo de las génadas y la diferenciacion sexual en los estadios

embrionarios y larvales.

En relacion a la espermateca, en el cuadro 1 se enlistan los trabajos

histoquimicos que se han realizado en diferentes especies de urodelos.
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ll. JUSTIFICACION

El urodelo A. mexicanum y el resto de las especies con las que cohabita son
elementos importantes dentro de la red trofica, asi como en la dindmica del ecosistema
al cual pertenece. Desde el punto de vista biomédico es una especie transcendental
que se ha convertido en un modelo bioloégico de gran valor en el campo de la
regeneracion tisular. Ademas, es una especie neoténica y endémica del altiplano
central mexicano. Sin embargo, la informacidn que se tiene respecto a su reproduccion
es realmente limitada. Actualmente, varias instituciones nacionales e internacionales
han establecido colonias de A. mexicanum pero simplemente se han limitado a recrear
las condiciones Optimas para el apareamiento de los ejemplares o al uso de técnicas
como la maceracion de las gbnadas para la obtencion de gametos; en este Ultimo caso
se han presentado tasas de fecundidad bajas. Debido a que A. mexicanum es una
especie que presenta fecundacion interna, es imperante conocer la dinamica de los
procesos morfofisiol6gicos asociados a su reproduccion. Por ello, para lograr un plan
de manejo adecuado, es de vital importancia conocer la informacion basica sobre su
reproduccion, como la duracion del ciclo reproductor y en especial, la espermateca,
gue puede servir como base y punto de partida para el desarrollo y la optimizacion de
diversas tecnologias que sean aplicadas en planes de conservacion a diferentes

escalas que contribuyan al éxito de su reproduccion.

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una problematica que limita el manejo de la reproduccién de A. mexicanum en
cautiverio, es el hecho de que presenta fecundacién interna, lo que dificulta reconocer
la dinamica involucrada en el proceso de la fertilizacion. Por ello, se requiere del
estudio del ovario como 6rgano indicador de la actividad reproductora que regula la
actividad de los otros componentes del aparato reproductor, como la espermateca, una

glandula que participa con el almacenamiento de los espermatozoides.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son los cambios morfofuncionales que se presentan en el ovario y en la

espermateca de A. mexicanum a lo largo de un ciclo reproductor?

VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Describir las variaciones morfologicas y funcionales presentes en el ovario y en la

espermateca de A. mexicanum durante un ciclo anual.

6.2 Objetivos especificos
Describir las caracteristicas histolégicas del ovario y de la cloaca de A. mexicanum.

Definir el ciclo reproductor anual de acuerdo a los cambios morfolégicos del ovario y

los estadios de la ovogénesis.

Describir las variaciones morfolégicas de la espermateca en las diferentes estaciones

del ciclo anual.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
7.1 Material bioldgico

Se utilizaron 20 hembras y 10 machos adultos, los cuales fueron proporcionados
por el Centro de Investigaciones Biologicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC),
apegandose a lo estipulado en la NOM-059-SEMARNAT-2010 para especies
nacionales en categoria de riesgo, ya que, al tomarse los ejemplares de una colonia
en condiciones de cautiverio, no se ven afectadas las poblaciones silvestres. Todos
los ejemplares fueron previamente seleccionados con respecto a las descripciones
sobre la talla de los adultos y sexados de acuerdo a la morfologia cloacal, siguiendo
las indicaciones de Aguilar-Miguel y Casas-Andreu (2005) y Mena-Gonzélez y Servin-
Zamora (2015). Las colectas se realizaron en los meses de julio, octubre, enero y abril.
Se colectaron de tres y cuatro hembras en cada mes (julio: cuatro ejemplares, con una
repeticion de tres ejemplares; octubre: cuatro ejemplares; abril: 3 ejemplares). Debido
a que los reportes que se tienen del periodo reproductor de A. mexicanum sefialan al
mes de enero como el pico de la actividad reproductora, se destiné un mayor nimero
de ejemplares (seis ejemplares) para este mes y se realizaron algunas actividades
como la regulacion de horas luz (cinco horas luz) y el descenso de la temperatura para
inducir el apareamiento y la fecundacién; esto con el fin de conocer la dindmica del
ovario y la espermateca durante este proceso. Para ello se colocaron los ejemplares
en una pecera de una capacidad promedio de 1.505 m? a temperatura constante de
13°C, la cual estaba dividida en tres secciones. En cada seccion fueron colocados los
ejemplares en una proporcién 1:2 entre hembras y machos respectivamente, por un
lapso de tres dias. Cada 24 horas se reviso el lecho de la pecera en busqueda de
espermatoforos. Una vez localizados, se espero a que las hembras los colectaran y se

prosiguio a retirar a los machos.

Con respecto a la toma de muestras durante este periodo, se siguio la siguiente
dinamica relacionada con el momento en que fueron colectados los espermatoforos.
Cuando la primera hembra colecté los espermatéforos de su seccién, se tomaron las

muestras inmediatamente. En el caso de las hembras restantes, se dio un lapso de
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tres dias entre cada una de ellas para realizar la colecta de tejidos, es decir, cuando
se observo que la segunda hembra habia colectado los espermatéforos, se dio un
lapso de tres dias a partir de ese momento antes de la toma de muestras. Para la
tercera hembra fueron 6 dias, para la cuarta 9 dias y para la quinta 12 dias, esto con
el fin conocer el tiempo promedio de almacenamiento espermatico en A. mexicanum.
A la par de la primera hembra, se disecd otra que no estaba sometida ni a las
condiciones de la pecera ni a la presencia de los machos, esto con el fin de comparar
las variaciones morfologicas entre un ejemplar a temperatura ambiente y aislada de
los machos con el resto de los ejemplares que si estaban sometidos a los factores

antes mencionados.

7.2 Andlisis histolégico

Las hembras de A. mexicanum fueron anestesiadas con eugenol y sacrificadas
con pentobarbital soédico. Se extrajeron los ovarios y la region cloacal, los cuales se
fijaron con solucién Bouin Dubosq por 24 horas y se sometieron al procesamiento
histologico. Para lo cual, los tejidos fueron deshidratados en diferentes
concentraciones de alcohol etilico, aclarados en xileno, embebidos en parafina
(paraplast plus, McComick®) y se realizaron cortes seriados de 6 um en un micrétomo.
Se utilizaron las técnicas de tincion de Hematoxilina y Eosina (H-E), Tricrémica de
Gallego (T-Gall) y Tricrémica de Masson (T-Mass) (Luna, 1973; Humason, 1979). Para
la descripcion morfologica general y para el estudio histoquimico se incluyeron las
siguientes técnicas: acido peryédico de Schiff (PAS) para carbohidratos neutros como
glucoproteinas y azul alciano (A.A.) (pH 2.5) para carbohidratos acidos como algunos
mucopolisacaridos sulfatados, de acuerdo a la metodologia utilizada por Sever y
Kloepfer (1993), Sever (1995) y Gonzéalez-Le6n y Ramirez-Pinilla (2011) para
identificar la composicién quimica de las secreciones en la espermateca (Cuadro 1).
Para la determinacion de las variaciones del ovario se utilizaron los siguientes criterios:
el tamafo de los ovocitos, las caracteristicas del nucleo y el citoplasma y la morfologia
de las células foliculares y la zona pellcida. Para ello se utilizd una adecuacion de un

sistema de clasificacion propuesto por Grier et al (2009) (Cuadro 2). Para el caso de
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la espermateca, se analizaron la morfologia del epitelio y la composicién quimica de
sus secreciones a lo largo del ciclo anual. La captura de imagenes se realiz6 con una

camara digital Olympus C-5050Z0O0M, acoplada a un microscopio Olympus CX31.

7.3 Analisis estadistico

Adicional a la descripcion histoldgica del ovario y de la espermateca, se tomo la
longitud de los ovarios durante cada muestreo y se realizé un conteo de los diferentes
tipos de foliculos ovaricos (N = 40) presentes en cada estacion. Para la espermateca
se registro el didmetro de la misma (N = 10) asi como la altura de su epitelio (N = 10)
también durante cada estacion. Las medidas morfométricas se realizaron con el

programa de analisis de imagen AxioVision SE64 Rel. 4.9.1.

Para el andlisis estadistico, se utilizaron los datos antes mencionados con el fin
de conocer el estadio reproductor de los ejemplares. Estos fueron sometidos a una
prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov y posteriormente se realizé un andlisis
de varianza (ANOVA) para comparar la varianza entre las diferentes estaciones de
estudio. El analisis estadistico se realiz6 con el programa STATGRAPHICS Centuriéon
XVL.I.
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Cuadro 2. Modificacion de la clasificacién propuesta por Grier, Uribe y Patifio (2009) para los

estadios de la ovogénesis.
CODIGOS ETAPAS ESTADIOS PERIODOS
op Formacion de Proliferacion de
nidos germinales ovogonias
CNI Leptoteno
CNz Zigoteno _ Meiosis |
_ Cromatina-
CNp Paquiteno i
_ nucléolo
Diploteno
CNed
temprano
PV-I Previtelogénesis | Crecimiento
_ o primario o
PV-II Previtelogénesis Il ) i )
Previtelogénesis
Crecimiento
. Primer arresto
secundario
V-l meiotico
temprano o
Vitelogénesis Il o
— Crecimiento
Crecimiento )
_ ) secundario o
V-1V secundario medio ) o
. o vitelogénesis.
o Vitelogénesis IV
Crecimiento
V-V secundario tardio o Meiosis Il
Vitelogénesis V
Ovocito Segundo arresto

oV _ Ovulacion. .
preovulatorio. meidtico.
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VIll. RESULTADOS
8.1 Caracteristicas Morfolégicas del Ovario

Los ovarios de A. mexicanum son dos estructuras alargadas de forma irregular
gue se localizan en la region media posterior del cuerpo, siendo sujetas a la pared
dorsal de la cavidad celdmica por el mesovario y en paralelo a los oviductos. El tamafio
de los ovarios varia en relacion a la época reproductora, ya que en algunos periodos
del afo, los ovarios ocupan gran parte de la cavidad celémica (Fig. 1). A nivel
histolégico (Fig. 2A), el ovario es una estructura sacular conformada por varios sacos
ovaricos, los cuales presentan una cavidad central llena de linfa. Rodeando esta
cavidad se encuentra el epitelio germinal (Fig. 2B y 3A). Este ultimo esta formado por
células germinales, ovogonias y ovocitos en etapas de meiosis, y células somaticas,
también denominadas células prefoliculares, las cuales pueden presentar una
morfologia cubica o plana. Subyacente al epitelio germinal se encuentra el estroma
ovarico, el cual esta constituido por tejido conjuntivo laxo vascularizado y donde se
pueden observar foliculos ovéricos en diferentes grados de desarrollo (Fig. 2B y 2C),

foliculos atrésicos (Fig. 2E) y foliculos postovulatorios o cuerpos lateos (Fig. 2D).

Figura 1. Vista macroscopica del sistema reproductor femenino de A. mexicanum. Ovario (O), Oviducto
(Ov), Orificio cloacal (recuadro).
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Figura 2. Componentes del ovario de A. mexicanum. A) Vista panoramica de una seccion del ovario y de los
diferentes tipos de foliculos que los componen (de color azul: foliculos previtelogénicos, de color rojo: foliculos
vitelogénicos y de color blanco: foliculos atrésicos. H-E. Bar = 1000 um. B) Epitelioc germinal (flecha) y foliculos
previtelogénicos (citoplasma azul). H-E. Bar = 100 um C) Foliculos vitelogénicos (citoplasma rojo) y foliculos
atrésicos (flecha). H-E. Bar = 200 pm. D) Foliculos postovulatorios (flecha). H-E. Bar = 50 ym. E) Foliculo
atrésico (flecha). H-E. Bar = 100 ym.
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8.2 Ovogeénesis.
Estadio I: Proliferacion de ovogonias.

Las ovogonias (13.327 + 2.961 um) (Fig. 3D) son células que presentan un nucleo
ovalado y escaso citoplasma de tonalidad hialina. Se localizan a lo largo del epitelio
germinal ya sea de forma aislada o conformando agrupaciones celulares en conjunto
con los ovocitos cromatina-nucléolo y las células prefoliculares, denominadas nidos
germinales (Fig. 3C), los cuales son extensiones del epitelio germinal que se proyectan
hacia el estroma ovarico. Estas agrupaciones de células se forman mediante una serie
de divisiones mitéticas sucesivas de las ovogonias, que se encargan de restaurar la

poblacion de células germinales durante cada ciclo reproductor.
Estadio Il: Cromatina-nucléolo.

Conforme las ovogonias van dividiéndose, se diferencian en ovocitos primarios en
cromatina-nucléolo (26.230 * 8.949 um). Estas células presentan un nucleo
redondeado con fibras de cromatina bien marcadas con un nucléolo, su citoplasma es
escaso Yy de tonalidad hialina (Fig. 3E). En este estadio los ovocitos experimentan las
etapas de la primera division de la meiosis hasta la etapa de dipléteno temprano, donde
se presenta el primer arresto meidtico. Los ovocitos en dipléteno presentan citoplasma
hialino y nucleo ovalado con cromosomas plumosos (Fig. 3F). A la par del proceso de
diferenciacion de los ovocitos, las células prefoliculares van rodeando a los ovocitos
en desarrollo, aislandolos unos de otros en un proceso denominado foliculogénesis,
donde las células prefoliculares se diferenciaran en las células foliculares, las cuales
se encuentran rodeando a los ovocitos en desarrollo; lo que dara lugar a la formacién

de los foliculos ovéricos (Fig. 3B).
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Figura 3. Epitelio germinal de A. mexicanum. A) Vista panoramica del epitelio germinal (flechas negras). H-E.
Bar =50 um. B y C) Nidos germinales junto a foliculos en diferentes grados de desarrollo. Nido germinal (flecha
negra), células prefoliculares (estrella), células foliculares en su forma aplanada y cubica (triangulo negro) y
células de la teca (triangulo blanco). H-E. Bar = 20 pym. D) Ovogonia (flecha negra). H-E. Bar = 5 pm. E) Ovocito
primario en estadio cromatina-nucléolo (flecha negra). H-E. Bar = 5 pym. F) Ovocito primario en diploteno
temprano (flecha). H-E. Bar =5 pym.
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Estadio Ill: Crecimiento primario o Previtelogénesis.

Este estadio se caracteriza por una actividad de sintesis y la acumulacion de ARN
heterogéneo en el ovoplasma, por lo que se observa un incremento del volumen del
mismo y le da una naturaleza basofila. Este estadio comprende dos etapas:

Previtelogénesis | y Previtelogénesis II.

Los foliculos ovéaricos en previtelogénesis | (47.269 + 23.695 um) (Fig. 4A) se
caracterizan por un nucleo esférico grande con cromosomas plumosos y multiples
nucléolos, la concentracion de citoplasma es escaso con tonalidad hialina y se

encuentra rodeado por células foliculares de morfologia aplanada.

Los foliculos ovéricos en previtelogénesis 1l (180.161 + 100.45 um) (Fig 4B y 4C)
presentan un nucleo esférico prominente con varios nucléolos (Fig. 4E) distribuidos en
la periferia del mismo, presenta ovoplasma basofilo con la presencia de cuerpos de
Balbiani (Fig. 4C y 4F), estructuras temporales de la previtelogénesis que se
encuentran cerca de la periferia del ndcleo, son ricos en acidos nucleicos; lo que les
da una tonalidad oscura. Las células foliculares siguen conservando una morfologia
aplanada aungue se comienzan a observar a las células de la teca alrededor del
foliculo (Fig. 4E).

Estadio IV: Crecimiento secundario o Vitelogénesis.

Durante este estadio se observa un incremento en el volumen del ovoplasma, asi como
acumulacion de sustancias de reserva provenientes del metabolismo en forma de
plaquetas vitelinas. Se observa el desarrollo de la zona pellcida, una variacion en la
morfologia de las células foliculares y la polarizaciébn del ovocito. Este estadio
comprende tres etapas: crecimiento secundario temprano o vitelogénesis |llI,
crecimiento secundario medio o vitelogénesis IV y crecimiento secundario tardio o

vitelogénesis V.

Los foliculos en crecimiento secundario temprano o vitelogénesis Il (488.349 £ 63.807
pum) (Fig 5A) presentan un nucleo central prominente con varios nucléolos distribuidos

en la periferia, su citoplasma es basofilo y se observa acumulacién de plaquetas
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vitelinas aciddfilas en la periferia del ovoplasma a modo de anillo. La zona pellcida se
hace visible y comienza a observarse un cambio en la morfologia de las células
foliculares, cambiando de células planas a células cubicas y se observa incremento en

la vascularizacion de la teca alrededor del foliculo (Fig. 5D).

Los foliculos en crecimiento secundario medio o vitelogénesis IV (611.472 + 97.897
um) (Fig. 5B) presentan un nucleo prominente con varios nucléolos en la periferia. El
tamafio y la concentracion de las plaguetas vitelinas acidéfilas aumenta
considerablemente en comparacion con el estadio anterior, solo el ovoplasma que
rodea al nucleo permanece libre de plaquetas. Se observa la descentralizacion del
ndcleo, ahora denominado vesicula germinal debido al aumento en la concentracion
de las plaquetas vitelinas. La zona pellcida presenta un aumento en su grosor (4.291
+ 1.229 ym), mientras que las ceélulas foliculares mantienen morfologia cubica y el

grado de vascularizacion de la teca es similar a la etapa anterior (Fig. 5E).

Los foliculos en crecimiento secundario tardio o vitelogénesis V (1065.815 + 128.812
pum) (Fig. 5C) presentan una vesicula germinal prominente con varios nucléolos
distribuidos a lo largo de su periferia, y contina su migracion hacia el polo animal. El
citoplasma se encuentra saturado de plaguetas vitelinas y se comienza a observar la
polarizacion del ovocito con las plaguetas vitelinas mas grandes en el polo vegetal
mientras que las mas pequefias se concentran en el polo animal, donde también se
observa la presencia de algunos granulos pigmentarios. La zona pellcida aumenta su
grosor (5.214 + 1.269 um), ahora siendo facilmente reconocibles la zona radiada y la
capa homogénea. Las células foliculares mantienen su morfologia cubica y aumenta

la vascularizacion de la teca (Fig. 5F).

22



Figura 4. Foliculos en crecimiento primario o previtelogénesis. A) Foliculo en previtelogénesis |. T-Gall. Bar =
10 um. B y C. Foliculos en previtelogénesis Il. En la imagen C se observan a la cuerpos de Balbiani de una
coloracién mas oscura que el citoplasma. B = H-E. Bar = 50 ym. C = T-Gall. Bar = 20 ym. D) Células
foliculares aplanadas (flecha negra) y célula de la teca (flecha blanca), caracteristicas del crecimiento
primario. T-Gall. Bar = 10 pm. E) Nucleo de un ovocito en previtelogénesis Il. Se observan los cromosomas
plumosos y nucléolos perinucleares. H-E. Bar = 10 ym. F) Cuerpo de Balbiani, caracteristico del crecimiento
primario, H-E. Bar = 10 ym.
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Flgura 5. Foliculos en crecimiento secundario o vitelogénesis. A) Foliculo en vitelogénesis |Il. Se cbserva la aparicion de plaquetas
vitelinas en la periferia del ovocito. T-Gall. Bar = 50 ym. B) Foliculo en vitelogénesis IV. Se caracteriza por la un incremento en la
concentracion de plaquetas vitelinas. H-E. Bar = 100 um, C) Foliculo en vitelogénesis V. Las plaquetas vitelinas ocupan la totalidad
del citoplasma. H-E. Bar = 200 ym. B, D y F. Celulas foliculares y zona pelicida. Durante el crecimiento primario, las celulas
foliculares adquieren una morfologia cubica (flecha). La zona pelicida de hace presente como una regién de intercambio de
nutrientes entre el ovocito y las células foliculares. En la vitelogénesis 11l (B) se |e observa como una zona intensamente tefiida
entre el ovocito y las células foliculares, mientras que en la vitelogénesis |V (D) y V (F) esta se divide en dos zonas: la zona radiata,
region estriada en contacto directo con la membrana del ovocito y la capa homogénea, region intensamente tefiida en contacto con
las células foliculares. D) T-Gall. Bar = 10 ym, E y F) PAS. Bar = 10 um,
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Estadio V: Ovocito Preovulatorio

El ovocito preovulatorio (1443.357 + 163.567 um) (Fig. 6A) es la etapa final del proceso
de ovogénesis. La migracion de la vesicula germinal ha finalizado, el citoplasma esta
completamente saturado de plaquetas vitelinas y la polaridad del ovocito es claramente
evidente, siendo que el polo animal se caracteriza por la presencia de la vesicula
germinal, gran concentracion de granulos pigmentarios y plaquetas vitelinas
pequefias, en comparacion, el polo vegetal presenta plaquetas vitelinas de mayor
tamafio y menor concentracién de granulos pigmentarios. Se observa una reduccién
tanto en el grosor de la zona pellcida (2.533 £ 0.476 um), asi como en la altura de las
células foliculares, que retoman una morfologia aplanada (Fig. 6B); la vascularizacion

de la teca es similar al estado anterior.
Foliculo Postovulatorio.

Posterior a la ovulacién, el resto del foliculo colapsa, convirtiéndose en un foliculo
postovulatorio (Fig. 6C). Este se caracteriza por la hipertrofia de las células foliculares,
las cuales son rodeadas por una capsula de tejido conjuntivo fibroso, derivado de la
teca, rodeando a las células foliculares hipertrofiadas, las cuales se van
conglomerando conforme el foliculo colapsa y es reabsorbido por el estroma ovarico
(Fig. 6D).

Atresia Folicular.

En los diferentes estadios de la ovogénesis se observo a varios ovocitos en un proceso
de degeneracion, denominado atresia. Este se caracteriza por la pérdida del contorno
regular del ovocito asi como del plegamiento y la ruptura de la zona pelacida (Fig. 7A).
Posteriormente se observa una proliferacion e hipertrofia de las células foliculares y de
la teca (Fig. 7B y 7C). Las células foliculares hipertrofiadas fagocitan progresivamente
el ovoplasma (Fig. 7D). A la par se observa la compactacion del foliculo atrésico en un
proceso de degeneracién y desaparicion que va acompafado de la aparicion de
cuerpos pigmentarios, los cuales se distribuyen a lo largo del foliculo atrésico en

desaparicion (Fig. 7E y 7F).
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Figura 6. Foliculo preovulatorio y postovulatorio. A) Foliculo preovulatorio. Presenta un citoplasma saturado en
su totalidad por plaquetas vitelinas. La vesicula germinal (VG) se localiza en el polo animal, donde se observa
una gran concentracién de cuerpos pigmentarios (franja oscura). T-Gall. Bar = 200 pym. B) Células foliculares y
zona de pelucida de un foliculo preovolutario. Las células foliculares (flecha) presentan una forma aplanada y la
zona pelicida a reducido su grosor. PAS. Bar = 10 um. C) Foliculos postovulatorios (FP). Se observa el espacio
vacio dejado por el ovocito rodeado por las células foliculares y de la teca. H-E. Bar = 100 pm. D) Colapso del
foliculo. Se observa una conglomeracion de las células foliculares conformo el foliculo va reduciendo su érea.
Alrededor de ellas de observa una capsula fibrosa de tejido conjuntivo, constituido por las células de la teca
hipertrofiadas. T-Gall. Bar = 100 ym.
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Figura 7. Atresia folicular. A) foliculos previtelogénicos (azul) perdiendo el contorno celular. H-E. Bar = 50 pm.
B) Proliferacion de las células foliculares hacia el interior del foliculo. H-E. Bar = 50 ym. C) Foliculo vitelogénico
en atresia, se observa la proliferacion e hipertrofia de las células foliculares en la parte superior del foliculo. H-E.
Bar = 100 yum. D) Fagocitosis del ovoplasma por parte de las células foliculares hipertrofiadas y pigmentadas. H-
E. Bar = 10 ym. E y F) Colapso del foliculo atrésico. En la imagen E se observa a las células foliculares
hipertrofiadas y algunas con cuerpos pigmentarios, distribuirse alrededor de un espacio apenas visible. En la
imagen F ya no se observa ningun espacio, solo a las células foliculares y de la teca hipertrofiadas, con algunos
vasos sanguineos. E)PAS. Bar =100 um. F) H-E. Bar = 100 ym.
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8.3 Caracteristicas morfoldgicas de la cloaca

La cloaca de A. mexicanum es una estructura cilindrica (Fig. 8A) donde
convergen las porciones distales de los conductos digestivo, excretores vy
reproductores, comunicandolos con el exterior. La cloaca esta dividida en dos
regiones: el conducto cloacal (Fig. 8B), que es la porcion craneal de la cloaca, a la que
desembocan los conductos excretores y reproductores y presenta una forma cilindrica
y la regién caudal de la cloaca, la camara cloacal (Fig 8C), que es un espacio mas
amplio que se comunica con el medio externo. Tanto el conducto como la camara
cloacal estan delimitados internamente por epitelio columnar estratificado que
presenta células ciliadas localizadas en el techo cloacal y células secretoras, las cuales
no presentan una distribucion restringida dentro de la cloaca (Fig 9A 'y 9B); este epitelio
presentd actividad secretora a lo largo del ciclo, reaccionando positivamente tanto a
PAS como a azul alciano (Fig. 9C y 9D). Dentro de la cloaca hay tres tipos de glandulas
tubulo-alveolares, la cuales se proyectan desde el epitelio cloacal hacia la tdnica

propia, siendo rodeadas por células mioepiteliales, estas son:

1) Glandulas dorsales (Fig. 10A), localizadas en la parte craneal de la cloacal y
proyectandose hacia la pared dorsal, estas glandulas estan delimitadas internamente
por epitelio cubico simple, presenta nucleos ovalados y escaso citoplasma con

reaccion positiva a azul alciano (Fig. 10B y 10C).

2) Glandulas ventrales (Fig. 10D), son las glandulas mas grandes de la cloaca, se
encuentran ubicadas en grupos desde la porcion media del conducto cloacal hasta la
camara cloacal, ocupando la region ventro-lateral a ambos lados del lumen (Fig 8B y
8C), la unidad secretora de estas glandulas se encuentra revestida por epitelio
columnar alto con citoplasma eosindfilo y nlcleos basales, presentando una reaccion
positiva a PAS (Fig. 10F), mientras que el tubulo secretor de esta glandula presenta

un epitelio cubico simple (Fig. 10E).

3) Espermatecas (Fig. 11A) son un grupo de glandulas localizadas a lo largo de la
cloaca, ocupando la regién dorso-lateral de la misma (Fig 8B y 8C), la unidad secretora

presenta epitelio columnar bajo con citoplasma eosindfilo y nacleos ovalados basales,
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presenta una reaccién positiva a PAS (Fig. 11B). El tabulo secretor de la espermateca
presenta un epitelio cubico simple y parece albergar espermatozoides por cortos
periodos de tiempo (tres dias) (Fig. 11C, 11D y 11E).

Figura 8. Histologia de la cloaca de A. mexicanum. A) Vista longitudinal de la cloaca. Las espermatecas se
localizan en la parte superior del conducto cloacal, mientras que las glandulas ventrales se localizan en la parte
inferior. CT: Conducto cloacal. R: Rifién H-E. Bar = 1000 ym. B) Vista transversal del conducto cloacal (CT).
Espermatecas en la parte superior. Glandulas ventrales en la parte inferior. H-E. Bar = 500 um. C) Vista
transversal de la cdmara cloacal (CC). Espermatecas en la parte superior. Glandulas ventrales a los laterales.
H-E. Bar = 500 pm.
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Figura 9. Caracteristicas del epitelio cloacal. A) Epitelio biestratificado con células ciliadas (Flecha). T-Mas.
Bar= 10 ym. B) Epitelio biestratificado con células secretoras (Flecha). T-Mas. Bar= 10 um. C y D) Presencia de
mucopolisacaridos acidos (C) y neutros (D) en el epitelio cloacal (Flecha). C) A.A. Bar= 10 um. D) PAS. Bar= 10
um.
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Figura 10. Glandulas cloacales. A) Vista de la transicion entre la papila oviductal (PO) y el conducto cloacal
(CT), dentro del recuadro amarillo se observan las glandulas dorsales. H-E. Bar = 200 ym. B) Glandulas
dorsales. H-E. Bar = 50 ym. C) Mucopolisacaridos acidos en el epitelio secretor cubico de las glandulas
dorsales. A.A. Bar = 10 um. D) Vista parcial de la camara cloacal (CC) y de las glandulas ventrales. H-E. Bar =
100 uym. E) Vista del tubulo secretor de las glandulas ventrales desembocando hacia el lumen de la camara
cloacal. H-E. Bar = 50 ym. F) Mucopolisacaridos neutros en el epitelio columnar de las glandulas ventrales.
PAS. Bar = 200 uym.
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Figura 11. Espermateca. A) Vista panoramica de las espermatecas en la pared dorsal de la cloaca y su
conexioén al lumen. H-E. Bar = 200 um. B) Mucopolisacaridos neutros en el columnar de la espermateca. PAS.
Bar = 20 um. C, D y E. Espermatozoides dentro del tabulo secretor de la espermateca. C) H-E. Bar = 20 um. D)

A.A. Bar =20 um E) PAS. Bar = 20 ym.
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8.4 Variaciones estaciones del ciclo reproductor de Ambystoma mexicanum.

A lo largo del ciclo reproductor de A. mexicanum no se observaron diferencias
significativas con respecto a la longitud de los ovarios (ANOVA, F(3,13) = 2.212; p =
0.135). (Fig. 12). La mayoria de los diferentes tipos de foliculos estuvieron presentes
alo largo del ciclo, sin embargo, se observaron variaciones en la proporcion entre cada
uno de ellos durante cada estacion (Fig. 13). No se observaron diferencias
significativas en el diametro de la espermateca a lo largo del ciclo anual (ANOVA,
F(3,44) = 1.695; p = 0.182), ni en la altura de su epitelio (ANOVA, F (3,44) = 0.402; p
= 0.752) (Fig 14), este ultimo present6 reaccion positiva a PAS durante todas las

estaciones (Fig. 15).

En verano la longitud promedio de los ovarios fue de 4.750 = 1.218 cm (Fig. 12),
con una proporcién de ovocitos previtelogénicos de 32% (8% previtelogénesis |, 24%
previtelogénesis 1), 37% vitelogénicos (21% vitelogénesis Ill, 6% vitelogénesis 1V, 10%
vitelogénesis V), 7% preovulatorios, y 24% atrésicos (Fig. 13). El diametro de la
espermateca fue de 82.400 + 14.895 um mientras que la altura del epitelio fue de
28.182 + 6.361 um (Fig. 14).

En otofio, la longitud promedio de los ovarios fue de 5.725 + 1.053 cm (Fig. 12).
La proporcién de ovocitos previtelogénicos fue similar a la estacion pasado (32%),
aunque hubo un cambio entre las proporciones de ovocitos previtelogénicos | 1l (3%
previtelogénesis | 3%, previtelogénesis Il 29%), se observd un aumento en la
proporcion de foliculos vitelogénicos (45%) (17% vitelogénesis 11, 10% vitelogénesis
IV, 17% vitelogénesis V), asi como de foliculos preovulatorios (14%) pero el porcentaje
de foliculos atrésicos se redujo (9%) (Fig. 13). El diametro de la espermateca presentd
un ligero aumento (87.585 + 26.505 um) en comparacion a la estacion pasada. Lo
mismo se observa con la altura del epitelio de la espermateca (29.862 + 7.394 um)
(Fig. 14).

En invierno, la longitud promedio de los ovarios fue de 6.400 = 1.698 cm (Fig.

12). La proporcion de ovocitos previtelogénicos fue del 31%, siendo los
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previtelogénesis Il los mas abundantes, aunque con un incremento de los
previtelogénesis | (9% previtelogénesis |, 22% previtelogénesis Il). Se observo una
reduccion en el porcentaje de ovocitos vitelogénicos (29%; 8% vitelogénesis lll, 6%
vitelogénesis 1V, 15% vitelogénesis V), asi como aumento en el porcentaje de foliculos
preovulatorios (22%), solo en esta estacion se observaron foliculos postovulatorios
(7%) y una ligero aumento en el porcentaje de foliculos atrésicos (11%) en
comparacion con la estacion pasada (Fig. 13). Lo mismo ocurre para el diametro de
la espermateca (94.590 £ 29.116 um) y la altura del epitelio de la espermateca (30.420
+ 10.143 pm), que presentaron ligero incremento a comparacion con la estacion
pasada (Fig. 13). Solo en esta estacion se reportd la presencia de espermatozoides
dentro de la espermateca de una hembra (Fig. 11C, 11D y 11F) tres dias después de

colectar el espermatoforo.

Durante la primavera, la longitud promedio de los ovarios fue de 7.200 + 0.700
cm (Fig. 12). Se observé un aumento en la proporcion de ovocitos previtelogénicos
(38%; 2% previtelogénesis |, 35% previtelogénesis 1), el porcentaje de ovocitos
vitelogénicos se redujo considerablemente en comparacion a las estaciones pasadas
(9%; 7% vitelogénesis lll, 1% vitelogénesis IV, 2% vitelogénesis V), se observo la
presencia de foliculos preovulatorios (24%), asi como un incremento en la proporcion
de foliculos atrésicos (29%) (Fig. 13). El didmetro de la espermateca (74.507 + 16.111
um) se redujo de manera considerable a la estacion pasada, aunque la altura del
epitelio de la espermateca (31.518 + 5.698 um) fue similar al de la estacion pasada
(Fig. 14).
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Figura 12. Variaciones estacionales en la longitud de los ovarios de A. mexicanum
durante un ciclo anual. Verano (4.750 = 1.218 cm), Otofio (5.725 £ 1.053 cm),
Invierno (6.400 £ 1.698 cm), Primavera (7.200 + 0.700 cm).
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Figura 13. Variaciones estacionales en la proporcion de foliculos ovaricos de A. mexicanum durante un ciclo
anual. Foliculos previtelogénicos de azul (PV1= Previtelogénesis |, PV2= Previtelogénesis Il), Foliculos
vitelogénicos de rojo ( V3= Vitelogénesis Il , V4= Vitelogénesis IV, V5= Vitelogénesis V). Foliculos
preovulatorios de verde (FPROV). Foliculos postovularios de morado (FPSQOV). Foliculos atrésicos de naranja
(FART).
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Figura 14. Variaciones estacionales en el diametro de la espermateca y en la altura del
epitelio de la espermateca de A. mexicanum durante un ciclo anual. Diametro de la
espermateca: Verano (82.400 = 14.895 ym) Otofio (87.585 £ 26.505 um) Invierno (94.590
+ 29.116um) Primavera (74.507 + 16.111um). Altura del epitelio de la espermateca:
Verano (28.182 £ 6.361 um) Otofio (29.862 = 7.394 um) Invierno (30.420 £ 10.143 um)
Primavera (31.518 + 5.698 um).
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Figura 15. Morfologia de la espermateca a lo largo de un ciclo anual. A) Verano; B) Otofio; C) Invierno y D)
Primavera. PAS. Bar = 10 ym.
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IX. DISCUSION
9.1 Morfologia del ovario y ovogénesis.

Los ovarios de Ambystoma mexicanum son estructuras saculares compuestos
por varios sacos ovaricos con una camara interna llena de linfa. Esto es similar a lo
descrito en otras especies de urodelos (Uribe, 2003, 2009) y anuros (Ogielska y
Bartmanska, 2009). La mayoria de los trabajos realizados en diferentes especies de
anfibios se centran en la identificacion de tres estadios: previtelogénesis, vitelogénesis
y postvitelogénesis o maduracion del ovocito, que engloban procesos como la
proliferacion celular y el entrecruzamiento cromosomico en la previtelogénesis
(Dumont, 1972; Sharon, Degani y Warburg, 1997). Otros autores incluyen otros
estadios como la proliferacion de ovogonias, la presencia de ovocitos primarios previos
a la foliculogénesis y la atresia folicular. (Oliveira y Santos, 2004; Prado et al. 2004,
Yartsev, Exbrayat y Kuranova, 2015; Montezol et al. 2018; Tapia-Guato, 2018). La
descripcion de la ovogénesis de A. mexicanum fue realizada haciendo una
modificacion de la clasificacién propuesta por Grier et al. (2009) para el teledsteo
Centropomus undecimalis asi como otras especies de peces, dividiéndola en cinco
estadios, de acuerdo a diversos criterios morfolégicos y a procesos fisioldgicos
caracteristicos, los cuales son: proliferacion de ovogonias, cromatina-nucléolo,

crecimiento primario, crecimiento secundario y ovocito preovulatorio.

Las ovogonias de A. mexicanum presentaron una morfologia similar a la descrita
en otras especies de urodelos como Salamandra salamandra infraimmaculata (Sharon
et al. 1997), Salamandrella keyserlingii (Yartsev et al. 2015), Bolitoglossa peruviana
(Tapia-Guato, 2018) anuros como Xenopus laevis (Dumont, 1972), Scinax fuscovarius
(Oliveiray Santos, 2004) y Rhinella schneideri (Montezol et al. 2018). Se han reportado
dos tipos de ovogonias en los anfibios: la ovogonia primaria de nucleo ovalado y la
ovogonia secundaria de nacleo redondo, esta ultima se caracteriza por la presencia de
puentes citoplasmicos entre las cohortes de células, la cuales solo se pueden apreciar
mediante un analisis ultraestructural (Ogielska y Bartmanska, 2009; Uribe, 2009). En

los anfibios al igual que en reptiles y peces, hay una poblacion permanente de
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ovogonias que restauran la poblacion de células germinales en el estroma ovarico a lo
largo de la vida de los organismos (Grier et al. 2009; Uribe, 2009; Uribe, Hernandez-
Franyutti, Sanz-Ochotorena y Gonzalez-Porter, 2010). De acuerdo con Grier et al.
(2009) y Uribe (2009), al final de cada ciclo reproductor se observa un incremento en
la tasa de division de las ovogonias, lo cual se puede deber a un incremento en la

concentracion de hormonas esteroideas como los estrogenos o la progesterona.

El estadio de cromatina nucléolo corresponde al desarrollo de los ovocitos
primarios hacia la fase dipldtena, donde ocurre el primer arresto meiotico. En este
estadio se aprecia la compactacion de la cromatina, el entrecruzamiento de los
cromosomas, la aparicion de los cromosomas plumosos, los cuales son fibras de
cromatina compactadas que presentan sitios puntuales donde el material genético no
esta compactado y se pueden realizar los procesos de transcripcion y traduccién para
la sintesis de proteinas. (Uribe, 2003; Grier et al., 2009). A la par, conforme los ovocitos
primarios van desarrollandose, las células prefoliculares aledafias lo van rodeando
para formar un foliculo ovarico. De acuerdo a Ogielska y Bartmanska (2009), las
células prefoliculares rodean a los ovocitos durante la fase paquitena; este proceso no

concluye sino hasta inicios del crecimiento primario (Grier et al. 2009).

El crecimiento primario o previtelogénesis es un estadio que se caracteriza por
una gran actividad de sintesis en el nacleo o autosintesis, evidencia de ello son la
presencia de los cromosomas plumosos, el crecimiento exponencial del nucleo y la
presencia de multiples nucléolos distribuidos en la periferia del mismo en los ovocitos
previtelogénicos tanto de A. mexicanum como de otras especies de anfibios (Dumont,
1972; Sharon et al. 1997; Prado et al. 2004; Oliveira y Santos, 2004; Yartsev et al.
2015; Montezol et al. 2018; Tapia-Guato, 2018). Se ha reportado incremento en la
concentracion de ARN, en la sintesis de proteinas, fosfolipidos, otros precursores de
macromoléculas y de los organelos ovoplasmicos como ribosomas, reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi y mitocondrias. Esto componentes subcelulares y
moleculares le dan una naturaleza basoéfila al citoplasma (Uribe, 2003; Grier et al.

2009). Un elemento caracteristico del crecimiento primario es la aparicién de los
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cuerpos de Balbiani, los cuales estan constituidos por mitocondrias unidas entre si
gracias a una sustancia denominada cemento intermitocondrial o nuage. Actualmente
se desconoce cual es su funcién exactamente (Ogielska y Bartmanska, 2009.) En los
anuros se ha reportado la presencia de granulos corticales, los cuales son vesiculas
que participan en el cambio conformacional de la membrana plasmatica, evitando la
polispermia (Ogielska y y Bartmanska, 2009). De acuerdo a Charbonneau et al. (1983)
no se ha reportado la presencia de granulos corticales en los ovocitos de los urodelos,
lo cual puede ser sustentado en el presente trabajo con las observaciones realizadas
en los ovocitos de A. mexicanum, donde no se observo la presencia de granulos
corticales, lo que reafirma el estudio realizado por Bordzilovskaya y Dettlaff (1991)
quienes reportaron polispermia en los huevos de A. mexicanum. Durante el
crecimiento primario, las celulas foliculares de A. mexicanum mantuvieron una
morfologia aplanada y en la etapa de previtelogénesis Il se pudo apreciar la aparicidén
de la teca. Grier et al. (2009) y Uribe (2009) argumentan que la zona pellcida comienza
a desarrollarse al final de la previtelogénesis. La zona pellcida es una region rica en
glucoproteinas localizada entre el ovocito y las celulas foliculares, la cual se forma a
partir de las interdigitaciones de las membranas plasmaticas del ovocitos y las celulas
foliculares, aumentando la superficie de contacto entre ellos (Uribe et al. 2010). En los
ovocitos en previtelogénesis Il de A. mexicanum no se aprecia la zona pelucida, sin
embargo, la aparicién de la teca es una sefial de que la comunicacién entre el ovocito
y las celulas foliculares es mas activa, preparando al foliculo para una mayor captaciéon

de nutrientes y para la produccion y liberacién de hormonas.

El crecimiento secundario o vitelogénesis se caracteriza por el crecimiento
considerable del ovocito en comparacion a los otros estadios. En los foliculos en
crecimiento secundario de A. mexicanum se observaron varios cambios morfol6gicos
notables. Se observd engrosamiento y mayor vascularizacion en la teca, las células
foliculares pasaron de una morfologia aplanada a cubica, la zona pellicida se hace
presente y comienza a engrosarse lo largo de la vitelogénesis, diferenciandose en dos

regiones: la zona radiata y la capa homogénea y el ovoplasma comienza a saturarse
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de plaquetas vitelinas, las cuales en un principio se localizan en la periferia del ovocito
pero conforme trascurre la vitelogénesis, la plaquetas vitelinas se acumulan de manera
concéntrica, ocupando la totalidad del ovoplasma y desplazando al ndcleo o vesicula
germinal junto con el citoplasma activo hacia un region del ovocito denominada polo
animal, donde también se observa una acumulacion de granulos pigmentarios. Este
proceso es similar a lo descrito en otras especies de anfibios (Dumont, 1972; Sharon
et al. 1997; Prado et al. 2004; Oliveira y Santos, 2004; Yartsev et al. 2015; Montezol et
al. 2018; Tapia-Guato, 2018). De acuerdo con Uribe (2003), Grier et al. (2009) y
Ogielska y Bartmanska (2009), la vitelogénesis se puede definir como un proceso de
heterogénesis, el cual se caracteriza por la gradual acumulacién de sustancias de
reserva denominadas en conjunto vitelo, compuesto por fosfoproteinas, lipidos y
glucogeno; los cuales seran utilizados como fuente nutricional por el embrion. El
proceso de vitelogénesis es regulado por los estrégenos como el 17-B-estradiol o la
estrona, hormonas esteroideas que son sintetizados en las células foliculares. Los
estrogenos son transportados a través del torrente sanguineo hacia el higado, donde
inducen la sintesis y liberacion de una glucofosfolipoproteina denominada vitelogenina.
Una vez que la vitelogenina es liberada desde el higado, es transportada por el torrente
sanguineo hacia los foliculos ovéricos. Llegando a la red de capilares de la teca, la
vitelogenina es transportada a una serie de canales los cuales atraviesan entre las
células foliculares hasta la superficie del ovocito donde se encuentran unos pozos
endociticos, los cuales transportaran a la vitelogenina hacia el interior del ovoplasma
por medio de endosomas. En el interior de los endosomas, la vitelogenina es dividida
por accion proteolitica en dos compuestos: la lipovitelina y la fosvitina. Conforme estos
endosomas van llegando al ovoplasma, comienzan a fusionarse formando las
plaquetas vitelinas. El proceso de endocitosis de la vitelogenina es regulado por las
gonadotropinas, en este caso por hormonas homologas tanto estructural como
funcionalmente a la hormona foliculo-estimulante y la hormona luteinizante. (Dumont
y Brummett, 1978; Uribe, 2003; Griet et al. 2009; Ogielska y Bartmanska, 2009; Tsali,
2011). La aparicion y el engrosamiento gradual en la zona pellcida en los foliculos en

crecimiento secundario de A. mexicanum indica que hay una mayor actividad de
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comunicacién entre el ovocito con las células foliculares, en el caso de las segundas,
los cambios morfolégicos observados en ellas indica que hay una mayor actividad
fisiolégica como la produccion de estrogenos. A lo largo del crecimiento secundario, la
teca de A. mexicanum presenta un engrosamiento gradual y mayor vascularizacion,
ésto puede deberse a que el ovocito requiere de mas nutrientes para su crecimiento y
necesita una mayor area para la captacion de los mismos asi como de otros
compuestos como la vitelogenina, necesaria para el desarrollo de los embriones. De
acuerdo con Guraya (1973) y Dumont y Brummett (1978) la teca participa con la
difusién de lipidos hacia el foliculo y con las células foliculares participa en la
produccion de hormonas esteroides, siendo que las células de la teca sintetizan
androgenos como la testosterona y células foliculares convierten los andrégenos en
estrogenos, indispensables para el mantenimiento de la vitelogénesis. Sin embargo,
Norris (1997) sefiala que las células foliculares son la mayor fuente de hormonas
esteroides en anfibios.

Cuando los ovocitos alcanzan su maxima talla comienzan a observarse una serie
de cambios morfologicos en los foliculos. Los foliculos preovulatorios de A. mexicanum
se caracterizan por presentar una reduccién en el grosor de la zona pellcida y en la
altura de las células foliculares, las cuales cambian de una morfologia cubica a
aplanada. La teca se muestra altamente vascularizada, mientras que el ovoplasma
esta ocupado en su totalidad por las plaquetas vitelinas, las mas grandes se localizan
en el polo vegetal mientras que las mas pequefias se encuentran en el polo animal
junto con la vesicula germinal y una gran concentracion de granulos pigmentarios.
Procesos muy similares han sido descritos en otras especies de anfibios (Dumont,
1972; Sharon et al. 1997; Prado et al. 2004; Oliveira y Santos, 2004; Yartsev et al.
2015; Montezol et al. 2018; Tapia-Guato, 2018). De acuerdo con Grier et al. (2009),
Ogielska y Bartmanska (2009) y Uribe (2011) los procesos cémo la maduracién de los
ovocitos y la ovulacién son regulados por la hormona luteinizante, la cual induce la
sintesis de progesterona tanto en las células foliculares como de la teca y se observa

un incremento en los niveles de andrégenos como la testosterona y la
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dihidrotestosterona asi como una caida en los niveles de estradiol. La progesterona en
conjunto con los andrégenos participan en la inhibicion de la vitelogénesis e inducen
cambios en el nucleo y el ovoplasma, modificando su metabolismo y reanudando la
meiosis hasta su segundo arresto en la metafase Il donde ya pueden ser liberados
para su fecundacién. La reduccion del grosor en la zona pellcida y en la altura de las
células foliculares indica un descenso en la comunicacion con el ovocito, que antecede

a la futura ovulacion.

Una vez que los ovocitos son liberados, los elementos restantes del foliculo
experimentan algunas modificaciones, convirtiéndose en foliculos postovulatorios. De
acuerdo con Guraya (1968), Chieffi y Botte (1970) y Saidapur (1982) los foliculos
postovulatorios o cuerpos liteos en anfibios se caracterizan por presentar un lumen,
evidencia de la presencia del ovocito, posteriormente se observa un proceso de
contraccion del foliculo hacia el espacio vacio dejado por el ovocito, las células
foliculares y la teca comienzan a hipertrofiarse, las células foliculares adquieren la
apariencia de una epitelio estratificado debido a la contraccion, ocupando el espacio
dejado por el ovocito mientras que la teca permanece en la periferia, sin invadir a las
células foliculares, sin embargo, adquiere la forma de una capsula fibrosa rica en vasos
sanguineos. Por ultimo, se observa una degeneracidon de las células foliculares y la
reabsorcion del foliculo. Esto es similar a lo que se observé en los foliculos
postovulatorios de A. mexicanum. Se ha reportado actividad esteroidogénica en los
foliculos postovulatorios. Grier et al. (2009) sefialan que la actividad secretora de los
foliculos postovulatorios esta relacionada con la regulacion de la proliferacion
ovogonial al final del periodo reproductor. Por otro lado, Uribe (2009) sefiala que
pueden estar involucrados con el mantenimiento de las prefiez en las especies de
salamandras viviparas, debido a los altos niveles de progesterona durante la
gestacioén, sin embargo, los foliculos postovulatorios en especies oviparas presentan
una duracion muy breve en el estroma, cOmo es el caso de A. mexicanum, ya que en

el presente estudio solo se reportaron foliculos postovulatorios durante el invierno.
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La atresia folicular es un proceso que estuvo presente durante todo el ciclo
reproductor de A. mexicanum y aunque no es considerada una etapa del ciclo
reproductor, algunos autores como Prado et al. (2004) en L. labyrinthicus y Montezol
et al. (2018) para R. schneideri la han considerado en sus trabajos como un estadio
mas del ciclo reproductor. De acuerdo a lo sefialado por Saidapur y Nadkarni (1973) y
Saidapur (1978), los foliculos atrésicos de los anfibios se caracterizan por la pérdida
del contorno del foliculo, la degeneracion de la zona peliucida, la proliferacion e
hipertrofia de las células foliculares las cuales comienzan a invadir al ovocito atrésico
fagocitandolo, a la par, la teca también comienza a hipertrofiarse, el foliculo comienza
a contraerse siendo visibles Unicamente las células foliculares y de la teca y la gradual
aparicion de cuerpos pigmentarios. Por ultimo, las células foliculares comienzan a
degenerarse y el tejido conjuntivo junto con los cuerpos pigmentarios se reabsorben.
Este proceso es muy similar a lo que fue observado en los foliculos atrésicos de A.
mexicanum a lo largo del ciclo anual. Saidapur (1978) sugiere que los foliculos

atrésicos pueden presentar actividad secretora durante sus estadios mas tempranos.

9.2 Morfologia de la cloacay las glandulas cloacales.

La cloaca es una estructura que conecta la parte distal del intestino, los conductos
de Wolff y los oviductos con el medio externo. De acuerdo con Sever (2003), la cloaca
de los urodelos se divide en dos regiones, el conducto cloacal que es una region
cilindrica estrecha y la camara cloacal, una cavidad mucho mas amplia. Esta
descripcion es muy similar a lo que se observd en la anatomia cloacal de A.
mexicanum. Se ha reportado que la cloaca de los urodelos se encuentra revestida
generalmente por un epitelio pseudoestratificado (Sever, 2003) como en A. talpoideum
(Trauth, Sever y Semlitsch, 1994) y Bolitoglossa nicefori (Gonzalez-Le6n y Ramirez-
Pinilla, 2011), sin embargo, las descripciones del epitelio cloacal en otras especies de
salamandras difieren con esta afirmacion. Verrell y Sever (1988) reportaron que la
cloaca de Triturus vulgaris esta revestida con un epitelio columnar simple mientras que
Brizzi et al. (1989) reportaron un epitelio columnar biestratificado en la cloaca de

Salamandrina tergiditata. La cloaca de A. mexicanum presento un epitelio columnar
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biestratificado, similar a lo reportado con S. tergiditata (Brizzi et al. 1989). En el epitelio
cloacal de A. mexicanum se observaron tanto células ciliadas como células secretoras,
cuyas secreciones fueron afines tanto a PAS como a azul alciano. La presencia de
cilios ha sido reportada en la mayoria de las familias del orden Urodela, aunque esta
ausente en algunos integrantes de la familia Salamandridae y aparentemente todas
las salamandras de la familia Plethodontidae (Sever, 2003). En S. tergiditata (Brizzi et
al. 1989), se observd que las células ciliadas estaban localizadas solamente en el
techo cloacal, cercanas a las espermatecas. Esta caracteristica también fue observada
en A. mexicanum, posiblemente los cilios faciliten la llegada de los espermatozoides
hacia la espermateca. La actividad secretora del epitelio cloacal ha sido reportada en
otras especies de salamandras. En B. nicefori (Gonzélez-Leon y Ramirez-Pinilla, 2011)
no se reportaron células secretoras en el epitelio cloacal pero si una reaccion positiva
a azul alciano. En T. vulgaris (Verrell y Sever, 1988), las actividad secretora de las
células presentd una reaccion positiva a PAS, lo mismo fue reportado para S.
tergiditata por Brizzi et al. (1989) quienes ademas reportaron que el maximo nivel de
actividad fue observado en primavera. El epitelio cloacal de A. mexicanum presentd
actividad secretora durante todo el ciclo anual, con afinidad tanto para azul alciano
como PAS. Estos colorantes son utilizados para la identificacion de carbohidratos de
naturaleza acida y neutra respectivamente. Se desconoce cudl es el papel de estas
secreciones pero podrian estar asociadas con la actividad enzimatica en algun evento
determinado cémo la desintegraciéon del espermatoforo y la liberacion de los

espermatozoides en el interior de la cloaca.

En la cloaca femenina de los urodelos se ha reportado la presencia de algunas
glandulas, en el caso de la familia Ambystomidae se han descrito tres tipos de

glandulas: las ventrales, las espermatecas y las dorsales (Sever, 2003).

Las glandulas ventrales de A. mexicanum son las mas grandes y abundantes
dentro de la cloaca las cuales se caracterizan por presentar un epitelio columnar alto
con afinidad a PAS. Estas glandulas han sido descritas en todas las especies de

urodelos, presentando la morfologia antes mencionada y se piensa que participan en
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la secrecion de feromonas (Sever, 1992). En A. talpoideum (Trauth et al. 1994) las
glandulas ventrales presentan actividad a lo largo del ciclo reproductor pero se observo
un pico de actividad entre los meses de noviembre y febrero, por lo que se cree que
aparte de la secrecion de feromonas, también participa con otro tipo de sefales, ya
sea de reconocimiento o marcaje. Para A. mexicanum no se realizé un analisis de la
estacionalidad de las glandulas ventrales en el presente estudio, sin embargo, no se
descarta que puedan realizar esa funcion, ya que el habitat natural de esta especie
son cuerpos de agua con una alta turbiedad, por lo que la visibilidad es reducida y el

uso de feromonas es vital para la localizacion y el cortejo.

La espermateca es la glandula méas estudiada en la cloaca femenina de los
urodelos. En A. mexicanum, las espermatecas son glandulas localizadas a lo largo de
la cloaca y presentan epitelio columnar, similar a lo descrito en otros urodelos (Sever,
2003), salvo en Triturus vulgaris (Sever et al. 1999) en la que se reportd un epitelio
cubico simple. La composicion quimica de las secreciones de la espermateca varia de
manera considerable entre las especies. En A. mexicanum, las secreciones de la
espermateca presentaron afinidad con PAS. Esto es similar a lo descrito para T.
vulgaris (Verrell y Sever, 1988), Eurycea cirrigera (Sever, 1991), A. tigrinum (Sever,
1995), Notophthalmus viridescens (Sever et al. 1996) y Rhyacotriton variegatus (Sever
et al. 2004). En otras especies de salamandras, las secreciones de la espermateca
presentaron afinidad con azul alciano como en A. opacum (Sever y Kloepeer, 1993) y
A. talpoideum (Trauth et al. 1994), mientras que otras especies como S. terdigitata
(Brizzi et al, 1989) y B. nicefori (Gonzélez-Le6n y Ramirez-Pinilla, 2011) presentaron
afinidad con ambos colorantes. El epitelio de la espermateca de A. tigrinum presento
una leve reaccion a azul alciano pero no era significativa (Sever, 1995), mientras que
en A. opacum (Sever y Kloepeer, 1993) se presentan vacuolas lipidicas en la regiéon
basal del epitelio. Un caso particular es el de S. salamandra (Kruczynski, Greven y
Passia, 1986), cuya espermateca presenta secreciones ricas en zinc. Se considera
que la espermateca es una glandula que participa en el almacenamiento espermatico

y se sugiere que sus secreciones pueden contribuir en la nutricibn de los
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espermatozoides o generando un medio cuya osmolaridad propicie la quiescencia de
los espermatozoides (Sever, 2003). La duracién del almacenamiento varia entre las
especies. En S. salamandra y S. atra se ha reportado un periodo de hasta de dos afios
(Greven y Guex, 1994, Guex y Greven, 1994) y se ha sugerido que la presencia de
zinc en las secreciones de la espermateca podria participar en este fenédmeno.
(Kruczynski et al. 1986; Guex y Greven, 1994). En la mayoria de las especies de
urodelos, el tiempo de almacenamiento espermatico esta relacionado con la duracion
del periodo de reproduccion, el cual puede abarcar entre uno a seis meses y durante
este periodo se ha observado que los espermatozoides se encuentran embebidos
dentro del epitelio de la espermateca, entre cada ceélula; se desconoce si esta
particularidad esta relacionada con su nutricidon o si es un proceso de espermiofagia,
un proceso de degeneracion de los espermatozoides que ha sido reportado dentro de
las espermatecas al final del ciclo reproductor (Houck y Schwenk, 1984; Trauth, 1984;
Verrell y Sever, 1988; Brizzi et al. 1989; Sever, 1991; Sever et al. 1995; Sever et al.
1996; Sever et al. 1999; Sever et al. 2004; Gonzalez-Le6n y Ramirez-Pinilla, 2011).
Solo en E. cirrigera se ha reportado la supervivencia de los espermatozoides hasta el
siguiente ciclo reproductor (Sever, 1991). En el caso de los ambistomidos, Armstrong
y Duhon (1989) mencionan que son especies con un almacenamiento espermatico de
corto plazo, lo cual coincide con lo descrito por Sever (1995) para A. tigrinum y en lo
observado en el presente estudio en A. mexicanum, ya que solo se observaron
espermatozoides en las espermatecas de una hembra tres dias después de que esta
colecto el espermatoforo. Sin embargo, en otras especies de ambistomidos, se ha
registrado la presencia de espermatozoides dentro de la espermateca por un mayor
tiempo. En A. talpoideum (Trauth et al. 1994) los espermatozoides estuvieron
presentes durante cinco meses seguidos, mientras que en A. opacum (Sever y
Kloepeer, 1993; Sever et al. 1995) se observaron espermatozoides durante seis
meses, en los dos primeros meses se describieron espermatozoides integros dentro
de la espermateca mientras que en los cuatro meses restantes se observaron
evidencias de degradacion de los espermatozoides, de los cuales ninguno sobrevivio

al siguiente ciclo reproductor. Posiblemente el ciclo de vida de cada especie pueda ser
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un factor que tenga relacion con el tiempo de almacenamiento espermatico. A.
mexicanum es considerado como neoténico obligado, lo que significa que retiene
caracteristicas juveniles durante todo su ciclo de vida, siendo capaz de reproducirse
en su estado larvario sin necesidad de alcanza la madurez en el medio acuatico,
idoneo para el desarrollo de las crias (Majchrzak, 2004), por el contrario, A. opacum
es una salamandra no neoténica la cual se reproduce en el medio terrestre, dejando
sus huevos en estanques secos en espera de las inundaciones (Rogers, 2000).
Considerando lo anterior, es probable que las presiones del medio en los que habita
cada especie hayan influido con su ciclo de vida y por lo tanto, con el tiempo de
almacenamiento espermatico. Lo anterior igualmente aplicaria para A. talpoideum y A.
tigrinum, dos especies que, aunque presentan neotenia facultativa, es decir, que
pueden permanecer en estado larvario siendo capaces de reproducirse pero que, por
algun cambio o presién en su medio, son capaces de terminar la metamorfosis y
sobrevivir en el medio terrestre (Wakahara, 1996; Wentz, 2001; Behr, 2009), presentan
tiempos de almacenamiento muy diferentes, siendo que A. talpoideum puede
almacenar espermatozoides hasta cinco meses mientras que A. tigrinum solo por unos
dias (Trauth et al. 1994; Sever, 1995). Se podria considerar que la capacidad de
almacenamiento esté relacionada con el grado de desarrollo de las glandulas entre un
ejemplar neoténico y uno que ha pasado por la metamorfosis, no obstante, Licht y
Sever (1991) compararon la anatomia cloacal de ejemplares larvarios y ejemplares
metamorfoseados de A. gracile, otra salamandra con neotenia facultativa, y no
encontraron diferencias considerables entre ambas etapas, por lo que no es un factor
que se pueda considerar como relevante. Hardy y Dent (1987) reportaron que la
prostaglandina F2a participa en la liberacion de los espermatozoides de la
espermateca, esto puede ser sustentado con el reporte de Sever y Kloepeer 1993)
quienes reportaron la liberacion de secreciones lipidicas en la region basal del epitelio
de la espermateca hacia la membrana basal y las células mioepiteliales, las cuales
probablemente participen con la sefializacién de funciones como la contraccion de las
células mioepiteliales. Aunque no se reportd la presencia de estas secreciones en la

espermateca de A. mexicanum, no se descarta que puedan estar presentes. Una vez
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gue los espermatozoides son liberados de las espermatecas, estos se desplazan hasta
encontrarse con los ovocitos entre la parte final del oviducto y la cloaca (Greven, 2003;
Watanabe y Onitake, 2003). Se ha reportado lo que se denomina polispermia
fisiologica, es decir, que varios espermatozoides logran fecundar a un mismo ovocito,
sin embargo, pocos espermatozoides logran cruzar las cubiertas gelatinosas que se
forman durante el trayecto del ovocito por el oviducto y se desconoce cual de los
espermatozoides que lograron atravesar las cubiertas participara en la fecundacion
(Charbonneau et al. 1983; Bordzilovskaya y Dettlaff, 1991; Greven, 2003; Watanabe y
Onitake, 2003).

Las glandulas dorsales son las menos conocidas de las tres y como su nombre
lo indica, estas se localizan en la pared dorsal de la cloaca (Sever, 2003). Trauth et
al. (1994) reportaron que en A. talpoideum las glandulas dorsales se localizan en la
parte posterior de la cloaca y presentan una reaccion positiva a PAS, mientras que en
A. mexicanum, las glandulas dorsales se encuentran en la parte anterior de la cloaca
y presentan reaccion positiva a azul alciano. De acuerdo con Sever (2003), las
glandulas dorsales pueden localizarse de manera cefélica o caudal a las espermatecas
y aungue presentan una morfologia similar, se caracterizan por presentar menor
tamafo y una unidad secretora muy reducida. En el caso de A. mexicanum, las
glandulas dorsales estan constituidas por estructuras tubulo-alveolares pequerias
conectadas a un solo conducto. Se desconoce cual sea su funcion pero se ha
reportado la presencia de espermatozoides en su interior (Trauth et al. 1994), por lo
gue se pueden considerar cOmo espermatecas con un menor grado de desarrollo,
espermatecas que ya habian liberado su contenido de espermatozoides o estructuras

glandulares vestigiales que estan en algun proceso evolutivo de regresion.

9.3 Cambios estacionales durante el ciclo anual.

Es posible determinar el periodo de reproduccion de una especie mediante el
analisis de las variaciones morfologicas de su aparato reproductor. En A. mexicanum

se observé un aumento gradual en la longitud de los ovarios durante el periodo de
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estudio. Esto seria algo inusual en los individuos de vida libre. Probablemente esto se
deba a que los organismos utilizados estaban en condiciones de cautiverio con
alimento disponible y con muy pocas presiones. Aunque la ovogénesis es un proceso
metabdlicamente costoso, la disponibilidad de alimento durante todo el ciclo y la
ausencia de presiones ambientales pudieron haber facilitado que los organismos
mantuvieran el aumento de talla de los ovarios durante todo el ciclo. En vida libre, las
variaciones en la talla de los érganos sexuales son mucho mas notorias. En S.
keyserlingii (Yartsev y Kuranova, 2015; Bulakhova y Berman, 2017) el periodo de
reproduccion inicia durante el otofio, pudiéndose apreciar el desarrollo de los ovarios
y oviductos, proceso que se interrumpe durante el invierno y se reanuda en la
primavera, donde se observa la maxima talla del sistema reproductor, posteriormente,
terminando la primavera, se observa regresion del aparato reproductor, con un
decremento de tamafio considerable tanto en los ovarios como en los oviductos.
Aunqgue la longitud de los ovarios de A. mexicanum parecia aumentar durante todo el
ciclo reproductor, la proporcién de los foliculos ovaricos presentd una dinamica
diferente. La proporcién de foliculos en crecimiento primario se mantuvo relativamente
constante durante todo el ciclo salvo en primavera donde se observé un ligero
aumento, el resto de los foliculos reportados presentaron variaciones mas marcadas.
Entre el verano y el otofio se observé un incremento en la proporcion de los foliculos
en crecimiento secundario pero a partir del invierno se observé un ligero decremento
gue fue mucho mas marcado durante la primavera. Los foliculos preovulatorios por su
parte, presentaron un aumento gradual en su proporcién numérica a lo largo del ciclo
reproductor mientras que la atresia tuvo una presencia marcada durante las estaciones
de verano y primavera, sin embargo, la tasa de atresia fue reducida durante las
estaciones de otofio e invierno. Con estos datos se puede inferir que el periodo de
actividad ovarica abarca desde julio hasta enero, siendo el mes de octubre el de mayor
actividad. Posteriormente, se observo un aumento en la atresia y una disminucion de
los foliculos en crecimiento secundario, sin embargo, en el mes de abril se registré un
ligero incremento en la proporcién de foliculos en crecimiento primario, por lo que es

probable que el periodo de regresion abarque de febrero a marzo y que la proliferacion
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de foliculos en crecimiento primario tenga lugar a partir de abril y mayo. De acuerdo
con Grier et al. (2009), la proliferacion de ovogonias presenta una relacion con la
actividad de los foliculos postovulatorios, los cuales solo estan presentes en el ovario
de A. mexicanum durante enero, por lo tanto, la proliferacibn de ovogonias
posiblemente sea mas activa durante el periodo en el que ocurre la ovulacién. Con
respecto a la diferenciacion de los ovocitos primarios y la foliculogénesis, Calatayud,
Stoops y Durrant (2018) mencionan que estos procesos presentan regulacion
autonomica, independiente de los factores ambientales. En los anuros se ha reportado
que la actividad reproductora presenta una relacién inversa con los niveles de
melatonina y las bajas temperaturas (Calatayud et al. 2018). En R. schneideri
(Montezol et al. 2018) el andlisis de la variacién en las proporciones de foliculos
ovaricos durante cada mes permitié conocer que el periodo de reproduccion de R.
schneideri esta en sincronia con el periodo de lluvias. Por lo tanto, el ciclo reproductor
de los anuros presenta una relacion directa con un fotoperiodo largo, temperaturas
calidas y las precipitaciones, siendo el momento idoneo para la oviposicion. Los
urodelos por el contrario, presentan ciclos reproductores asociados a fotoperiodos
cortos y bajas temperaturas (Sever et al. 1995; Yartsev y Kuranova, 2015), esto podria
indicar que a la inversa de lo que ocurre con los anuros, los urodelos responden
positivamente a una mayor duracién en la secrecién de melatonina. En S. keyserlingii,
Bulakhova y Berman (2017) reportaron que la actividad reproductora inicia durante el
otofio, época donde el fotoperiodo se reduce y la temperatura desciende, sin embargo,
también hay una sincronia con el periodo de precipitaciones. Mena-Gonzalez y Servin-
Samora (2014) mencionan que el periodo de reproduccion de A. mexicanum esta
asociado con bajas temperaturas y un fotoperiodo corto, lo cual coincide con lo
reportado en el presente estudio, ya que el crecimiento secundario o vitelogénesis se
hace mas marcado durante octubre, una época donde el fotoperiodo comienza a

reducirse y las temperaturas bajan.

Se ha reportado que la actividad de la espermateca esta en relacion directa a la
del ovario, siendo que durante le época de reproduccion, el epitelio de la espermateca
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presenta variaciones morfologicas pasando de un epitelio cubico a uno columnar con
actividad secretora bien definida la cual concluye al final del periodo reproductor
(Verrell y Sever, 1988; Trauth et al. 1994, Brizzi et al. 1995; Sever et al. 1995; Sever
et al. 1996.) Gonzélez-Ledén y Ramirez-Pinilla (2011) reportaron que la actividad
secretora de la espermateca de B. nicefori varia de acuerdo a los estadios de
ovogénesis, durante la previtelogénesis, se presentaba una afinidad hacia azul alciano
pero que una vez iniciada la vitelogénesis el epitelio comenzé a presentar también una
afinidad con PAS. En E. cirrigera (Sever, 1991; Sever y Brunette, 1993) algo similar
ocurre, ya que el inicio y la duracion de la actividad secretora de la espermateca esta
directamente relacionada con la duracién de la vitelogénesis, por lo que es probable
gue los estrogenos y progestagenos tengan un papel importante en la regulacion de la
actividad de la espermateca. Sin embargo, la espermateca de A. mexicanum no
presentd variaciones morfolégicas a lo largo del ciclo reproductor; esto puede ser en
consecuencia al estado de cautiverio y a la presencia constante de foliculos ovaricos
con actividad secretora como los foliculos en crecimiento secundario o vitelogénicos y

los foliculos preovulatorios.
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X. CONCLUSION

Los ovarios de A. mexicanum presentaron una morfologia similar a la que ha sido

descrita en otras especies de urodelos.

De igual forma, la ovogénesis presento similitudes a lo descrito tanto en otros urodelos

COmO en anuros y en peces.

La cloaca de A. mexicanum presenté morfologia similar a la descrita en otras especies
de urodelos, sin embargo, la morfologia del epitelio de revestimiento difiere de lo

reportado en otras especies de ambistomidos.

Se encontraron tres grupos de glandulas tabulo-alveolares dentro la cloaca: dorsales,

ventrales y la espermateca.

No se observaron diferencias significativas entre la longitud del ovario a lo largo del
ciclo anual, sin embargo, se observaron variaciones significativas en la proporcion de
los foliculos ovaricos, por los que se puede inferir que la el ciclo reproductor de las

hembras inicia desde el verano (julio) y concluye iniciando la primavera (marzo).

No se observaron diferencias significativas en el diametro de la espermateca o en la

morfologia de su epitelio a lo largo del ciclo anual.
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