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Resumen

Existen pocas referencias de las caracteristicas del espermatozoide de
Romerolagus diazi o zacatuche, conejo mexicano, considerado primitivo y en peligro
de extincion. El objetivo del presente estudio fue realizar la morfometria
ultraestructural de sus espermatozoides de cola de epididimo para ampliar el
conocimiento sobre su biologia reproductiva y la de los lagomorfos en general para
establecer un patron de referencia. Se capturaron dos ejemplares de zacatuche y de
ellos se obtuvieron muestras de la cola del epididimo. Las muestras se procesaron
para ser analizadas por microscopia electréonica. Se midieron los elementos de la
cabeza y el diametro del flagelo de los espermatozoides. Los promedios de algunas
de las mediciones son: longitud de la cabeza 7.441 um, grosor de la base de la
cabeza 0.632 um, longitud del nucleo 6.250 um, grosor de la base nuclear 0.540 pum,
gota citoplasmatica (eje mayor) 2.597 um, gota citoplasmatica (eje menor) 1.442 um,
didmetro pieza media 0.704 um, diametro pieza principal 0.423 um, diametro pieza
terminal 0.372 um. En este trabajo se estableci6 una caracterizacion fina del
espermatozoide de zacatuche, como una aportacion original. Los resultados
muestran que la morfometria puede ser usada para caracterizar la morfologia del
espermatozoide y que estos datos podrian ser usados como un patrén para trabajos

futuros de comparacion.

Palabras clave: microscopia electronica, conejo, espermatozoides, epididimo,

morfologia, morfometria.



Abstract

Sperm characteristics of Romerolagus diazi, an endemic endangered rabbit
from Mexico’s Higlands are poorly known. Knowledge of gamete characteristics are
urged for any conservation-oriented strategy and morphometry-based taxonomical
database. Sperm lagomorph comparisons have been made at light microscopy
resolution. Our goal was to analyze the ultrastructure of the R. diazi male gamete.
Two wild animals were kept in captivity and the epididymus were obtained. Fixed
gametes show a characteristic spatula-like morphology with a dilated forefront. The
nucleus has an arrow head morphology lightly thicker at the base. Tail ultrastructure
is similar to that of laboratory rabbits with an end piece thicker than that of human
sperm. Morphometry data could be used for construction of a male gamete data base

for further studies.

Key words: electron microscopy, rabbit, epididymal sperm, morphology,

morphometry.
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Introduccidn

El proceso de la fertilizacion inicia con la unién del o6vulo con el
espermatozoide, continla con la aproximacién de los nucleos o pronucleos del
espermatozoide y del ovocito en el citoplasma del ovocito, para terminar
constituyendo su union e iniciar asi la embriogénesis (Austin, 1976; Schatten, 1988).
La importancia del espermatozoide se destaca al considerar su participacion en la
fertilizacion de los évulos, ya que durante ésta el espermatozoide aportara el juego
complementario de cromosomas para que, al iniciarse la embriogénesis, los
blastomeros cuenten con el estado diploide de la formula cromosémica de la especie;
por lo que en este proceso sblo podra entrar al citoplasma del ovocito un nucleo
espermético, iniciandose con ello la activacion del ovocito (Schatten, 1988).

Los espermatozoides son producto del proceso evolutivo, de tal modo que en
los mamiferos, los espermatozoides retnen las caracteristicas estructurales celulares
gue les van a permitir cumplir con la funcion de la fertilizacion, para la cual el
espermatozoide debe cubrir distancias de gran magnitud. Debe orientarse en su
desplazamiento en direccién del ovocito. Al alcanzarlo debe pasar a través de las
barreras que lo rodean, que en los mamiferos las constituyen las células de la
corona radiada y la zona pellcida, para finalmente unir sus membranas con las del
ovocito e incorporarse al citoplasma de éste (Schatten 1988).

Aceptando que la vida se origina en el mar y que de él proceden las formas de
animales que llegan a poblar la tierra firme, entonces es ahi de donde se puede partir

para bosquejar las principales caracteristicas, sus transformaciones y adaptaciones,



gue se dan en el proceso de evolucion del espermatozoide animal, las cuales
basicamente se orientan a disponer de algunos de los componentes constantes en
las células, para que éstos participen en la introduccién de su nucleo en otra célula;
ello en circunstancias que representan las cuatro formas actuales de fertilizacion:
externa en medio acuatico; interna, indirecta o directa, en un ambiente acuatico;
interna indirecta en un ambiente terrestre por medio de espermatéforos y, por ultimo,
la interna directa terrestre, llevada a cabo a través de la copula (Baccetti, 1986).

La fertilizacion externa que presentan los invertebrados marinos, que es
considerada como la forma mas primitiva, es llevada a cabo por un espermatozoide
gue presenta las caracteristicas constantes en casi todos los espermatozoides: un
cuerpo celular que contiene al nucleo; una cola o flagelo vibratil que lo impulsa y
desplaza en el liquido que rodea al organismo y que es su habitat natural, una
especie de capuchdn que rodea en un extremo al ndcleo y que constituye al
acrosoma o, al menos estdn presentes unas vesiculas como ocurre en los
metaozoarios mas primitivos, en los poriferos y algunos cnidarios (Baccetti, 1986).
También presentan la estructura filamentosa llamada perforatium que en el momento
de la penetracion del ovocito, se proyecta hacia adelante perforando la membrana
del acrosoma. Ademas, presenta algunas mitocondrias, dos centriolos rodeados por
un aparato de soporte y el respectivo axonema, derivado éste del centriolo distal y
gue constituye el alma en el flagelo propulsor (Fawcett, 1975).

Con las caracteristicas citadas del espermatozoide de los invertebrados
marinos, se integra un prototipo que guarda enorme semejanza con los

espermatozoides de otros grupos taxonémicos, particularmente en la disposicion de
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los elementos y variando, principalmente, en aspectos de forma y dimensiones
(Austin, 1976).

La excepcion al prototipo mencionado son los espermatozoides de algunos
grupos, en los cuales hay modificaciones bastante mas importantes tales como, por
ejemplo, la sustitucion del desplazamiento flagelar por el ameboideo, como se
presenta en los nematodos, algunos platelmintos, en teledsteos, poliquetos y muchos
crustaceos; el estado de enquistamiento como ocurre con los espermatozoides en
los espermat6foros de muchos artropodos o la ausencia de perforatium en acaros y
algunos insectos vy, particularmente, en el grupo passerine de las aves y casi todos
los mamiferos donde presentan algo similar a un perforatium (Baccetti, 1986).

Se puede afirmar que los espermatozoides de los diferentes grupos animales
siguen, en su organizacion, un patron general comuan, y que las diferencias entre
ellos van a estar dadas por ligeras variaciones en la forma de su cuerpo celular y en
la disposicién de algunas de sus estructuras (Figura 1) (Hafez, 2002).

Los interesados en la conservacion y preservacion de la biodiversidad
perciben como principal preocupacién a las especies amenazadas o en peligro de
extincion. Tal preocupacién nace, entre otras razones, de la dificultad que se tiene
para regular el uso de los recursos naturales y, ademas, por el desconocimiento
existente con respecto a las especies que constituyen la biodiversidad,
particularmente en cuanto a sus aspectos biolégicos y las relaciones
morfofisiologicas y evolutivas que puedan existir entre ellos. Esto constituye una gran

limitante pues restringe las decisiones acertadas para su conservacion y posible
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Figura 1.- Arriba, esquema de la forma y dimension relativa de los
espermatozoides de varias especies. Todos presentan las mismas estructuras con
variaciones en la forma, tal es el caso, por ejemplo, del acrosoma y la region

postacrosomal en la cabeza; en el flagelo, la pieza media, pieza principal y pieza final

(Hafez, 2002).
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La posibilidad de establecer similitudes y diferencias entre espermatozoides
pertenecientes a diferentes taxa estd dada, principalmente por las caracteristicas
mas sobresalientes y constantes de forma y dimension. Con ellas se han constituido
clasificaciones que agrupan a los espermatozoides de primates y roedores (Austin,
1976; Cummins y Woodall, 1985; Gould et al., 1975), de lagomorfos (Flechon, 1975)
y de eucéstodos (Jean-Lou, 1998).

Para realizar comparaciones interespecificas o intraespecificas es necesario
recurrir a aspectos de los espermatozoides como la forma y dimensiones de sus
componentes. Se han realizado estudios sobre morfologia de la membrana
plasmatica y del acrosoma (Bearer y Friend, 1990; Barthelemy et al., 1990; Bayard,
1991), cabeza y nucleo (Pogany y Linder, 1993), y del axonema (Zavos et al., 1998).

En cuanto a los lagomorfos mexicanos, son escasas las referencias que se
tienen respecto a las caracteristicas de sus espermatozoides y s6lo se cuenta con
las de algunas especies obtenidas a través de microscopia de luz (Cummins y
Woodall, 1985, Ambriz et al, 2003); esto impide establecer algun tipo de comparacion
sistematizada en cuanto a las caracteristicas de sus espermatozoides, sobretodo en

el caso patrticular del zacatuche, del cual hay escasez de informacion.
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Antecedentes

El Romerolagus diazi es reportado por primera vez en el afio de 1893 (Diaz,
1893), al ser capturados unos ejemplares en las faldas del Volcan Iztaccihuatl, en
las inmediaciones de San Martin Texmelucan, Puebla.

Este conejo mexicano, es conocido también con los nombres comunes de
conejo de los volcanes, volcano rabbit, teporingo, tepolito, conejo enano, chincolo, y
el nombre ancestral de zacatuche (del ndhuatl: zacatl, zacate (hierba graminea

macollada) y tochtli, conejo (conejo del zacatonal) (Figura 2).

Figura 2.- Ejemplar de zacatuche (R. diazi) en semicautiverio en la reserva de

San Cayetano de la Direccion de Fauna Silvestre, en el Estado de México.
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El zacatuche o R. diazi, es una especie endémica del Eje Volcanico
Transversal de México donde se le encuentra en estado silvestre en parte de la
misma cadena volcanica, por encima de los 3000 metros sobre el nivel del mar, en
bosques de zacatén-pino con piso de roca volcanica (Cervantes, 1980; Velazquez et

al., 1996) (Figura 3).
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Figura 3.- Habitat del zacatuche: asociacion de pino, zacatén y suelo de origen

volcanico.

Es considerado un conejo primitivo con caracteristicas que lo relacionan con
las especies Pronolagus y Pentalagus, y mas cercano filogenéticamente al género
Lepus (liebres) que al de Sylvilagus (conejos americanos). De él se conocen

aspectos ecolégicos y algunos de su biologia reproductiva (Cervantes, 1980;
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Velazquez et al., 1996) pero hay muy pocas referencias en cuanto a sus gametos
(Cummins y Woodall, 1985, Ambriz et al., 2003).

Durrell y Mallinson (1968), al igual que Leopold (1985), menciona que los
zacatuches viven en galerias que tienen varias salidas de escape. Cervantes (1979)
reporta haberlos encontrado en madrigueras de tuzas, entre rocas, resumideros,
pefas y raices, pero también menciona haberlos encontrado en madrigueras propias.

Existen dos lugares en donde se han tenido colonias de zacatuche en
semicautiverio; uno en la Estacion de San Cayetano de la Direccién de Fauna
Silvestre, en el Estado de México, y otro en el Zooldgico de Zacango donde se
intentd establecer una colonia. En ambos casos no se encontraron rastros de que
cavaran madrigueras en forma de galerias. En el Zoolégico de Zacango se
observaron excavaciones de nidos como los que describe Cervantes (1979), en
forma de media naranja de 15 cm de diametro y 11 cm de profundidad.

En esta especie no se observa dimorfismo sexual, pero la hembra suele ser de
mayor talla y peso (hembra: 285 mm y 535 g; macho: 268 mm y 417 g, en promedio).
Su pelo es amarillo antimonio mezclado con negro y una de sus caracteristicas es
gue la cola es vestigial, dando la impresién de que no la tiene (Cervantes et al.,
1990)

Su distribucién se restringe actualmente a la Sierras Chichinautzin y Ajusco
(volcanes Pelado y Tlaloc) y la Sierra Nevada (volcanes Papayo, Popocatépetl e
Iztaccihuatl) (Veldsquez et al., 1996). También se han observado en el Parque del

Nevado de Toluca y el volcan Pelado.
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Dentro del esquema general que se tiene de los espermatozoides (cabeza y
flagelo), el acrosoma es el componente estructural del espermatozoide que
morfolégicamente presenta caracteristicas especificas. Es por ello que Zanaveld
(1975) propone esta estructura como elemento de caracterizaciéon taxonémica en
roedores y primates (Austin, 1976; Gould et al., 1975) y conejos (Flechon, 1975).

El espermatozoide de conejo se describe con la cabeza aplanada, semejante
a la pala de remo; el acrosma no se extiende mas all4 del nucleo, presentando forma
de ribete protuberante en la parte anterior y que va adelgazandose hacia el
segmento ecuatorial (Flechon, 1975)..

Para distinguir entre espermatozoides de especies cercanas o subespecies de
un mismo grupo, deben establecerse diferencias o similitudes usando las
dimensiones de las diversas partes del espermatozoide o de sus elementos
constitutivos (Gould et al., 1975; Cummins y Woodall, 1985; Pogany y Linder, 1993;
Ambriz et al., 2003). Con ellas es también posible apreciar los cambios debidos al
desarrollo o a manipulaciones experimentales (Barthelemy et al., 1990; Bearer y
Friend, 1990; Zavos et al., 1998) o tratar de interpretar tendencias evolutivas (Austin,
1976; Cummins y Woodall, 1985; Gage, 1998; Cetica et al.,, 1998; Craig y
Ward,1999).

En el caso particular de los lagomorfos, es posible apreciar las diferencias que
existen en las dimensiones del largo de la cabeza o del flagelo de diferentes géneros
0 especies (Cummins y Woodall, 1985). Otras diferencias mas sutiles son las
mediciones de otros parametros, como es el caso del ancho de la cabeza que

distingue entre especies mexicanas y el conejo europeo (Ambriz et al., 2003).
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Barrera (1966) en un estudio de sifonapteros, parasitos de lagomorfos, afirma
gue los que parasitan al zacatuche son “fésiles vivientes”, parasitos de un hospedero
gue también puede ser calificado como tal y explica: “R. diazi no sé6lo representa una
forma arcaica y generalizada de lepdrido, sino que ademas, pertenece a la subfamilia
Paleolaginae, que ocupd una extensa area antes de la aparicion de los lepéridos
modernos en el Plioceno”. Menciona que se conocen por lo menos diez géneros de
paleolaginos fosiles del Eoceno Superior y cuatro vivientes, y que estos ultimos
viven aislados en México (Romerolagus), en las islas Riu Kiu del Jap6n (Pentalagus),
en Africa del Sur (Pronolagus) y en Sumatra (Nesolagus).

Por otro lado Cervantes y Martinez (1996), quienes han realizado una revision
amplia sobre el aspecto de la antigiedad del zacatuche, menciona que es
considerado como un lepdrido primitivo con base en sus caracteristicas craneales,
dentales, cromosOmicas y por sus parasitos sifonapteros, acaros y céstodos. Que
estd estrechamente relacionado con los géneros Pronolagus y Pentalagus de la
familia Paleolaginae. Que pudo haber derivado evolutivamente del género Alilepus,
del Mioceno tardio o Plioceno temprano en Norteamérica o del Nekrolagus, fosil del
Plioceno tardio, también de Norteamérica. Ademas considera que el zacatuche es la
Unica especie de lepdrido que conserva la caracteristica primitiva de tener articulados
el esternén con la clavicula y que al igual que Pentalagus, de las islas Amami del
Japon, presenta una reduccion casi total de la cola.

El zacatuche fue reportado con fines naturalistas por Diaz (1893), y transcurrio
mas de medio siglo para sefialarse en México la necesidad de protegerlo por

considerar que puede llegar a extinguirse como especie en su hébitat natural. Rojas
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(1951), es el primero en hacer una llamada de alarma sefialando la posibilidad de
gue desaparezca la especie si no se toman medidas para protegerlo. El indica que
para protegerlo hay que hacer efectivo "el respeto por los parques nacionales" ya
gue el zacatuche habita principalmente en bosques que son considerados parques
nacionales.

Posteriormente Villa (1952) se refiere a la aficibn de algunos cazadores por
cobrar piezas de esta especie en forma injustificada, pero no hace mencién
especifica sobre el riesgo de su desaparicion.

Dos investigadores mencionan que para la conservacion del volcano rabbit,
como es conocido el zacatuche en el extranjero, se le incluya en zooldgicos donde se
lleve a cabo su reproduccion (Durrell, 1968; Durrell y Mallinson, 1968). Refieren
también, al igual que Velasquez et al. (1993), la clasificacién de Lyon publicada en
1904, en la que por su craneo, particularmente por su proceso postorbital y su
paladar, se asemeja al craneo del Pronolagus; por la estructura del primer premolar
inferior recuerda tanto al Pronolagus como al Pentalagus y, por lo corto de sus patas
traseras y el esterndn, se asemeja al género Ochotona (Pikas). Durell (1968) sefiala
gue el Pentalagus o conejo hikiu es también una especie con una distribucion muy
restringida, endémico de dos islas japonesas al sur de Kyushu y en peligro de
extincion.

Hoth y Granados (1987), en un reporte sobre la reproduccion del zacatuche en
el Zoolégico de Chapultepec, citan a Simon (1966) como el primero en considerar al
zacatuche en peligro de extincion, y en sugerir el desarrollo de una colonia de esta

especie en el Zooldgico de Chapultepec.
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Granados (1980, 1981) retoma la preocupacion por la posible desaparicion del
R. diazi y en la Conferencia Mundial sobre Lagomorfos y en dos articulos
especializados, sefala que en varios lugares donde se conocia la existencia del
zacatuche, éste ha desaparecido e indica la amenaza de su desaparicion.

Cervantes (1980), después de una exhaustiva revisibn, manifiesta su
preocupacion por la ausencia de programas para el estudio de esta especie por parte
de las instituciones cientificas, y hace un llamado a todas aquellas personas,
bidlogos, naturalistas y sector publico, para que contribuyan a la perpetuacion de una
especie seriamente amenazada y tipicamente mexicana.

Hoth et al (1987) presentan el primer trabajo realizado sistematicamente, en el
gue se establece la distribucion de la especie basandose en la documentacion
existente. De sus resultados cabe destacar que:

a.- En las partes Este y Oeste del Eje Volcanico Transversal (EVT) existen
areas con caracteristicas ecolégicas similares al habitat del zacatuche, sin embargo
no se le encuentra en esta area.

b.- Las poblaciones de esta especie se localizan dentro de la parte central del
EVT, en las laderas de los volcanes Popocatépetl-lztaccihuatl (Sierra Nevada), el
Volcan Pelado (al sur de la Sierra del Ajusco) y el Tlaloc (en la Sierra del
Chichinautzin).

c.- La especie ha desaparecido de grandes areas del EVT donde antes habia
sido reportado, particularmente de la ladera oriental del Iztaccihuatl y del Nevado de

Toluca.
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d.- Menciona que entre las posibles causas a las que se puede atribuir la
desaparicion de la especie en otros lugares, estan la degradacién del habitat debido
a los incendios forestales, sobrepastoreo del zacaton por el ganado bovino y caprino,
sobre explotacién de los bosques y cambios de uso de la tierra, de bosque a campos

agricolas.
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Justificacion

La importancia del zacatuche radica en dos principales aspectos a considerar:
uno es su caracter de lagomorfo primitivo y resultado intermedio del proceso de
evolucion entre los lagomorfos y, dos, como representante exclusivo de la
biodiversidad mexicana que se encuentra en peligro de extincion. Debido a esto, se
considera relevante contribuir a dilucidar el mayor nimero de aspectos de su biologia
para explicar su lugar evolutivo entre los lagomorfos y a tratar de evitar su extincién

que parece cada vez mas cercana.

El presente trabajo se origina por el interés en contribuir al conocimiento de la
biologia reproductiva del zacatuche o R. diazi describiendo las caracteristicas
estructurales de su espermatozoide. Esto con el fin de conformar un patrén de
referencia que sustente las comparaciones con otros géneros de la misma familia y

de otras familias.
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Objetivo General

Realizar la morfometria ultraestructural de los espermatozoides de epididimo

de zacatuche, para establecer una referencia de comparacién con otras especies.

Objetivos Particulares

Obtencion de muestras de segmentos de cola de epididimo de ejemplares de
R. diazi.

A partir de las muestras procesadas convenientemente, obtener imagenes de
espermatozoides con microscopia electrénica de transmision.

Realizar el andlisis y medicién de diferentes regiones y estructuras de los
espermatozoides.

Establecer la descripcibn de las caracteristicas de los principales
componentes estructurales de los espermatozoides para integrar una referencia en el

estudio de los espermatozoides de los lagomorfos mexicanos.
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Material y Método

Para este estudio se usaron ejemplares vivos. Al no existir lugares donde
pudieran proporcionar ejemplares vivos de la especie se capturaron directamente de
poblaciones silvestres. Debido a que el zacatuche es una especie en peligro de
extincion, se solicitd un permiso de colecta en la Direccion de Fauna Silvestre el cual
fue otorgado con la clave DOO 750-26/8/97.

Después de ubicar los lugares donde existian poblaciones de zacatuche se
procedi6 a la captura. De todos los ejemplares capturados sélo dos fueron Gtiles para
nuestro estudio en particular. Los ejemplares capturados y que no se usaron en el
este estudio se destinaron, ya sea para otros estudios o para el Zoolégico de
Chapultepec, en la Ciudad de México D.F. o para el Zooldgico de Zacango, del Edo.
de México. Los cadaveres se llevaron a la Coleccion de Mamiferos de la UAM-
Iztapalapa.

Los ejemplares de R. diazi, usados en este estudio, provinieron de la region
de Parres, delegacion de Tlalpan, Distrito Federal. Tuvieron un peso entre los 400 y
500 gramos, ubicandose entre los pesos que son considerados como
correspondientes a ejemplares sexualmente maduros (Rojas, 1951; Cervantes, 1980;
Veldsquez et al., 1996).

Se obtuvieron muestras de cola de epididimo por medio quirdrgico, con los

animales bajo condiciones de anestesia profunda, segun procedimiento establecido,
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producto de ensayos llevados a cabo con antelacion a las capturas, como se cita a
continuacion.

Usando como modelo el conejo doméstico Nueva Zelanda variedad blanca,
proporcionado por el bioterio de la UAM-I, se ensayaron dos formas de administrar el
primer fijador del tejido (Karnovsky) para preparar las muestras para microscopia
electrénica de transmision (MET).

Ensayo in situ, de perfusion de hemicuerpo, perfundiendo a través del sistema
sanguineo. Para ello se administré el anestésico, por via intraperitoneal (“Anestesal”,
pentobarbital sddico), segun la dosis de 1 ml por cada 2.5 kilogramos de peso,
recomendada en las instrucciones de uso de la etiqueta del producto para inducir
anestesia quirurgica (“Anestesal”, Smith Kline, Norden de México, uso veterinario).

A continuacion se procedié a abrir la cavidad abdominal, haciendo una incision
en la piel, cortando a continuacion el musculo de la pared abdominal sobre la linea
media, abarcando desde la parte rostral del hueso pubico hasta el extremo caudal
del esterndn. Luego se secciond y se retird el paquete gastro-intestinal después de
ligarlo en las regiones del recto y la esofagica, con el fin de despejar el espacio para
la realizacién de una perfusion de hemicuerpo con el fijador.

Para realizar la perfusién de hemicuerpo primero se localizo la arteria aorta y
la vena cava caudal, en sus segmentos abdominales, y se disecaron para exponerlos
limpios de tejido adiposo. La aorta se ligd inmediatamente por la parte caudal a las
ramas renales, procurando que las ramas testiculares quedaran en el segmento

intermedio a las ligaduras, para que, solo a través de ellas circulara el flujo y asi
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hacer llegar las substancias de perfusion al epididimo y al testiculo (Barone et al.,
1973; Baker et al., 1986).

Para canular la aorta se hizo una pequefia incisibn en la parte caudal al
nacimiento de las ramas testiculares, se introdujo la punta recortada y roma de una
aguja hipodérmica del nimero 18 y se anclé. A continuacién se expuso el testiculo y
se seccion6 la vena cava para drenar el perfundido, impulsado por una jeringa de
100 ml que se conectdé a la canula de la aorta con ese fin. EI primer liquido
perfundido fue solucion de Hartmann Abbott (Abbott Laboratories de México, S. A. de
C. V., México), posteriormente con fijador de Karnovsky (Karnovsky's Fixative, Kit;
Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, Pennsylvania, USA) (Nunn, 1976;
Sheehan y Hrapchak, 1980; Bozzola y Russell, 1992).

La segunda forma que se ensayo fue la de prefundir directamente el
epididimo. Para ello se procedié a anestesiar al conejo como ya se describi6. Una
vez alcanzado el nivel quirdrgico se abrié la bolsa del escroto y se expusieron los
testiculos. Se retir6 quirdrgicamente el paquete testiculo-epididimo; se prepard y
diseco el epididimo y se les perfundié directamente con Karnovsky.

Al comparar los resultados de ambas formas de administrar el fijador en cortes
histolégicos para microscopia de luz y MET y no encontrar diferencias, se opto6 por la
segunda forma, que resultd la méas sencilla y practica.

Las muestras de cola de epididimo se dejaron reposar en el fijador durante
una hora y de ellas, se seccionaron muestras de 2 milimetros cubicos para
procesarlas para MET. Para la postfijacion, las muestras se colocaron en tetroxido de

osmio (Ted Pella, Inc. Pelco Grids & Electron Microscopy Supplies; Redding, CA.
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USA). Posteriormente se deshidrataron en concentraciones crecientes de alcoholes
(Alcohol Etilico Absoluto, Baker Analyzed Reactive; JT. Baker, S. A. de C. V.
México), se impregnaron con Oxido de propileno (Ted Pella, Inc. Pelco Grids &
Electron Microscopy Supplies; Redding, CA. USA) y se incluyeron en Epon (EM bed-
812 —-Epon 812 substitute- Electron Microscopy Sciences, Fort Washington,
Pennsylvania, USA).

El procedimiento detallado de fijacién, deshidrataciéon, impregnaciéon e

inclusién se presenta a continuacion:

Fijacion

Fijacion con Karnovsky 1 hora
Tres cambios con buffer 0.1 M de cacodilato de sodio 15 minutos
Postfijacion con tetroxido de osmio 1 hora

Deshidratacion
Dos cambios con alcohol al 70% y se deja en el tercero10 minutos.
Se repite lo anterior con alcohol de 80 %, 90 % y 95 %.

Dos cambios con alcohol al 100% de 20 minutos cada uno.

Impregnacién
Oxido de propileno dos cambios de 20 minutos cada uno.
Epon mas 6xido de propileno 1:1 durante 1 hora

Epon mas 6xido de propileno 2:1 durante 1 hora
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Inclusién

Epdn puro, en moldes, en una estufa a 60 °C durante 24 horas

De las inclusiones se hicieron cortes ultrafinos con un ultramicrotomo Reichert-
Jung y se contrastaron con acetato de uranilo (Acetato de Uranilo, Electron

Microscopy Sciences, Fort Washington, Pennsylvania, USA).

Se obtuvieron microfotografias (6,000-28,000 X) con un MET CM12 Philips, y
en ellas se identificaron los principales componentes de la ultraestructura de la

cabeza y flagelo de los espermatozoides.

A las estructuras escogidas en cada microfotografia se les asigné una clave
para identificarlas individualmente y posteriormente fueron medidas. Para identificar
las estructuras se elabor6é un plano de coordenadas y se imprimié sobre una mica
para su uso; éste se sobreponia sobre la microfotografia y la estructura se ubicaba
como se hace en los planos cartograficos, se le asigné la clave y se anoté su

medida.

Para la medicion, realizada através de la mica de coordenadas para no
maltratar la microfotografia, se colocaron las puntas de un vernier en los limites de la
estructura a medir. Posteriormente la dimensién en milimetros de las estructuras, se

dividié entre el aumento dado por el microscopio electronico, el resultado se dividio a
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su vez entre el factor de amplificacion de la microfotografia y por ultimo, todo entre

mil para su conversion a micrometros.

El andlisis estadistico de los datos se hizo mediante la prueba de t de Student

con el programa STATISTICA™ software (Statsoft, Tulsa, OK).
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Resultados

Se obtuvieron microfotografias de las muestras a diferentes aumentos
(Figura 4) (entre 6,000 y 28,000 X) para realizar el andlisis morfologico vy

morfomeétrico.

Se escogieron las micrografias con base en los siguientes criterios:
a) Que la estructura apareciera completa en la fotografia.
b) Que en el corte se apreciara la estructura en el plano adecuado.

c) Que se observaran claramente los limites de la region a medir.

Se seleccionaron imagenes de cortes de los espermatozoides en los
siguientes planos y regiones.

l.- Cortes longitudinales en el plano sagital medio de la region de la cabeza
(Figura 4a, by d).

Il.- Cortes en plano transversal en las diferentes regiones del flagelo

(Figura 4c).
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Figura 4.- Imagenes obtenidas con el MET. a y b) Cortes sagitales de la
cabeza del espermatozoide de zacatuche, 10,000X y 6,000X respectivamente.
c) Cortes transversales de las diferentes regiones del flagelo, 13,000X. d) Base de la

cabeza y fosa de implantacién, 28,000X.
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Descripcion:

l.- Cortes longitudinales en el plano sagital medio de la regidon de la cabeza.

Se establecieron los parametros que se sefialan en la Figura 5, la cual
corresponde a un corte en plano medio sagital que comprende integramente la
cabeza del espermatozoide de zacatuche, desde el rodete marginal hasta la base de
la misma. Se sefialan los parametros correspondientes a la parte externa o periférica
de la cabeza (5a-5h), los correspondientes al nucleo (5i-5n) y los del segmento apical
0 espacio entre el extremo del nucleo y la periferia (10). Las dimensiones de ambos

grupos de parametros se presentan en los Cuadros 1y 2.
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Figura 5.- Representacion esquematica de cortes longitudinales, en el plano
sagital medio de la cabeza del espermatozoide de zacatuche: a.- Grosor de la Base
de la Cabeza, b.- Grosor del Segmento Post-Ecuatorial, c.- Grosor de la Mediana
Post-Acrosomal, d.- Longitud de la Cabeza, e.- Grosor de la Mediana Acrosomal,
f.- Grosor Post-Rodete, g.- Grosor del Rodete Marginal, h.- Longitud del Rodete
Marginal, i.- Grosor de la Base Nuclear, j.- Grosor Proximal Nuclear, k.- Grosor de la
Mediana Nuclear, |.- Longitud del Nucleo, m.- Grosor Nuclear Distal, n.- Grosor

Nuclear Apical, o.- Longitud del Segmento Apical.
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El perfil del corte sagital del espermatozoide de zacatuche es similar al
referido para el conejo europeo. En él se distingue que los extremos son mas
gruesos que la region central. El extremo proximal corresponde a la regién de
insercidn del flagelo, a la que se le asigné el nombre de base de la cabeza (Figura
5a). El extremo distal, presenta el engrosamiento correspondiente al borde en forma
de herradura del acrosoma, que caracteriza al espermatozoide del conejo y que
identificamos como rodete marginal (Figura 5g y 5h).

Por otro lado, al observar las tonalidades de grises se puede apreciar en los
cortes sagitales una parte muy obscura, practicamente negra, que ocupa su parte
central. Esta parte corresponde al nucleo (Figura 5i-5n) que inicia desde la unién de
la cabeza con el flagelo (Base del Nucleo: 5-i) y es su parte mas gruesa. El nucleo
se extiende hacia la parte distal, adelgazandose en forma de punta en el extremo.

La base del nucleo forma parte del proceso de implantacion del flagelo (con la
pieza de conexion). En la base, se observa una depresion que constituye la fosa de
implantacion. Sus bordes forman la parte mas ancha de la base del nucleo
(Figura 5-i).

Frente al extremo distal del nicleo se observa una area casi circular (gris
claro) que corresponde al perfil del rodete marginal, parte del acrosoma. Esta area
del rodete comprende el espacio entre el extremo distal del ntcleo y el extremo de la
cabeza, y que en este estudio se identifica como el segmento apical (Figura 50). El
rodete junto con la base de la cabeza son las partes de la cabeza mas gruesas.

Comparando las medidas de ambos extremos, la que corresponde al grosor de la
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base de la cabeza, 0.632 um (Figura 5a) es significativamente mayor que la del
grosor del rodete, la cual es de 0.598 um (Figura 5g) (p < 0.05).

La longitud del rodete se midié sobre su eje longitudinal, a partir del nivel del
inicio de su curvatura, hasta el borde exterior de la misma estructura y mide
0.744 uym (Figura 5h). La longitud del rodete es mayor que el grosor del mismo en
aproximadamente un 20 % (p < 0.5).

Las medidas de las partes intermedias, tales como el grosor de la region post-
rodete, 0.336 um (Figura 5f); grosor de la mediana-acrosomal, 0.374 um (Figura 5e);
grosor del segmento post-ecuatorial, 0.372 um (Figura 5c¢); y el grosor de la mediana
post-acrosomal, 0.435 um (Figura 5b); son todas ellas menores que las de los
extremos de la base de la cabeza (0.632 um) y el grosor del rodete (0.598 um).

El grosor de la region post-rodete es menor que el grosor de la mediana del
acrosoma. La mediana post-acrosomal es, a su vez, mas gruesa que el segmento
post-ecuatorial. No hay diferencia significativa entre el grosor del segmento post-
ecuatorial y el de la mediana acrosomal.

Lo anterior indica que existe una diferencia de hasta mas del 22 % entre las
regiones de la parte intermedia de la cabeza y que va desde la de mayor dimensién
(grosor de la mediana post-acrosomal de 0.435 um) y la de menor dimensién (region
post-rodete de 0.336 pum).

En cuanto al nucleo, se observd que su extremo correspondiente al grosor de
la base nuclear mide 0.540 um (Figura 5i). En el extremo contrario, el grosor de la

region nuclear apical mide 0.134 pum (Figura 5n), y es la parte de menor dimensién.
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Las partes del nucleo intermedias entre sus dos extremos son: el grosor de la
region nuclear distal y mide 0.210 um (Figura 5m); el grosor de la mediana nuclear
gue mide 0.243 um (Figura 5k); y el grosor de la region proximal nuclear, mide 0.233
um (Figura 5j). Entre ellas no se presentan diferencias estadisticamente
significativas, pero si hay diferencias cuando estas tres se compararon con el grosor
de la region nuclear apical. El grosor de esta regién es menor que el grosor de la
region nuclear distal en mas del 36 %.

Se encontrd que entre el grosor de la base nuclear y el grosor de la base de la
cabeza, existe una diferencia del 15 %; entre el grosor nuclear apical y el grosor
post-rodete existe una diferencia del 60 %. Asi mismo, se observd que entre la

longitud del ndcleo y la longitud de la cabeza, la diferencia es del 16 %.

Il.- Cortes en plano transversal en las diferentes regiones del flagelo

(Figura 6).
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Figura 6.- ParAmetros de las regiones del flagelo. a.- Corte transversal de la
pieza media; b.- Corte transversal de la pieza principal; c.- Corte transversal de la
pieza terminal. d.- Corte transversal de la gota citoplasmatica, eje mayor; e.- Eje

menor; f.- Region correspondiente a la pieza media. 8,000X.
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Las dimensiones promedio de los diametros de las diferentes regiones del

flagelo se muestran en la Cuadro 3 y se describen a continuacion.

a.- Corte transversal de la pieza media.

Estos cortes se identificaron por la presencia de mitocondrias rodeando a las
fibras densas y al axonema (Figura 6a y 6f). El diametro es de 0.704 pm.

En esta region del flagelo, en los espermatozoides obtenidos de la cola del
epididimo, frecuentemente se observa la presencia de la gota citoplasmatica. El eje

mayor de esta estructura midié 2.597 umy el eje menor 1.442 um (Figura 6d y 6e).

b.- Corte transversal de la pieza principal.
Para la seleccién de los cortes correspondientes a la pieza principal se
consideré la ausencia de mitocondrias pero la persistencia de las fibras densas

rodeando al axonema. Se encontr6é que su didmetro es de 0.423 um (Figura 6b).

c.- Corte transversal de la pieza terminal.
Se seleccionaron los cortes que no presentaban mitocondrias ni las fibras
densas y en los que sélo se observaba el axonema, rodeado de la membrana

plasmatica. Su diametro fue de 0.372 um (Figura 6c).
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Al comparar los didmetros de estas estructuras, se observo que el didmetro
del eje mayor de la gota citoplasmatica es 55 % mas grande que el diametro del eje
menor, y éste a su vez, resultd mas grande en un 51 % que el diametro de la pieza
media.

Los promedios del diametro de las tres regiones del flagelo, sefialan que la
pieza media es 40 % mayor que la pieza principal y 47 % mayor que la pieza
terminal, sefialando un decremento del diametro del flagelo que va de la pieza media
a la pieza terminal. En relacion con la cabeza del espermatozoide, el diametro de la

pieza media resulta mas del 13 % mayor que el grosor de la base de la cabeza.
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Cuadro 1.- Promedios y desviacion estandar de las dimensiones en

micrémetros de los parametros de la cabeza; n = 20.

Region Dimension (pum)
Longitud del rodete marginal 0.744 + 0.107
Grosor del rodete marginal 0.598 = 0.082
Grosor post-rodete 0.336 + 0.023
Grosor de la mediana acrosomal 0.374 £ 0.021
Longitud de la cabeza 7.441 + 0.010
Grosor del segmento post-ecuatorial 0.372 £ 0.009
Grosor de la mediana post-acrosomal 0.435 + 0.033
Grosor de la base de la cabeza 0.632 £ 0.079
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Cuadro 2.- Promedios y desviacion estandar de las dimensiones, en

micrémetros, de los parametros del nucleo; n = 20.

Region Dimension (pum)
Longitud del segmento apical 0.469 + 0.073
Grosor nuclear apical 0.134 £ 0.025
Grosor nuclear distal 0.210 £ 0.012
Longitud del nucleo 6.250 + 1.653
Grosor de la mediana nuclear 0.243 £ 0.050
Grosor proximal nuclear 0.233 £0.021
Grosor de la base nuclear 0.540 + 0.061
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Cuadro 3.- Promedios y desviacion estandar de las dimensiones, en

micrémetros, de los parametros de la gota citoplasmatica; n = 20.

Region Dimension (pm)
Gota citoplasmatica (eje mayor) 2.597 + 0.267
Gota citoplasmatica (eje menor) 1.442 £ 0.340
Didmetro pieza media 0.704 + 0.095
Didmetro pieza principal 0.423 £ 0.095
Didmetro pieza terminal 0.372 £ 0.054
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Discusion

La caracterizaciéon de los espermatozoides de conejo, realizada por otros
investigadores fue por medio de microscopia de luz (Overstreet y Bedford, 1976;
Cummins y Woodall, 1985; Ambriz et al., 2003), y en este trabajo se realizé por MET.

Los espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo de conejo europeo ya
han adquirido las caracteristicas de forma y funcion de los espermatozoides
eyaculados (Flechon, 1975; Overstreet y Bedford, 1976; Bayard, 1991) es por ello
gue para este estudio se trabajé con espermatozoides de epididimo. Ademas, debido
a la dificultad de usar los métodos convencionales para la obtencion de semen como
el uso de la vagina artificial y la electroeyaculacion en especies silvestres, se optd
por la obtencién de espermatozoides epididimarios.

Se afirma que los espermatozoides de conejo, junto con los de roedores y del
hombre, han sido de los mas estudiados, de tal forma que sus caracteristicas
morfoldgicas y funcionales mas destacadas ya han sido establecidas (Flechon, 1975;
World Healt Organization, 1992; Eddy y O’Brien, 1994; Millette, 1998). La mayoria de
los estudios de espermatozoides de conejo se refieren a los de la especie
Oryctolagus cuniculus (conejo europeo o conejo doméstico), se sabe poco sobre los
espermatozoides de otras especies de lagomorfos.

En este trabajo se presenta, como una aportacion original, una caracterizacion
ultraestructural de espermatozoides de R. diazi, obtenidos de la cola de epididimo y

observados mediante MET.

43



Para este trabajo se tomé en consideracion que, aunque los espermatozoides
de grupos taxondmicos pertenecientes a un mismo orden, mantienen similitudes muy
cercanas entre si (Gould y Martin, 1975; Fawcett, 1975; Austin, 1976), se pueden
observar detalles particulares como las dimensiones de las regiones del flagelo,
forma y dimensién del acrosoma y longitud de la cabeza, que han sido propiciados
por los procesos de especiacion (Gould y Martin, 1975; Gage, 1998; Cetica et al.,
1998; Craig y Ward, 1998; Craig y Ward, 1999).

En un estudio de microscopia de luz, se reporta que las cabezas de los
espermatozoides del conejo europeo Yy del zacatuche, difieren ligeramente en la
base, resultando més ancha la cabeza del espermatozoide de zacatuche (5.88 pum)
gue la del conejo europeo (4.82 um). Al hacer la medicion de la longitud de la cabeza
del espermatozoide de zacatuche por microscopia de luz, reportan 8.63 um (Ambriz
et al, 2003). En el presente estudio se obtuvo, mediante microscopia electrénica, una
longitud total de la cabeza de 7.4 um. La medicion reportada por microscopia de luz
es mas préoxima a la reportada para el conejo europeo, como se puede observar en
la revision de Cummins y Woodall (1985), la cual se encuentra comprendida entre
8.06 umy 8.51 um.

La diferencia que existe entre los resultados obtenidos por Ambriz et al (2003)
para el espermatozoide de zacatuche, y los del presente estudio puede deberse al
tipo de metodologia empleada. El estudio en microscopia electrénica permite realizar
mediciones mas precisas debido a los aumentos que se logran, que son mucho

mayores a los que se pueden obtener con el microscopio de luz.
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Las dimensiones de la cabeza de espermatozoides de conejo europeo (8.06-
8.51 um) vy de la liebre (Lepus sp. 6.4-6.8 um) (Cummins y Woodall, 1985), ya han
sido reportadas. En este trabajo se encontré que la longitud total de la cabeza es
de 7.4 pm.

La medida de la longitud de la cabeza del espermatozoide de zacatuche
encontrada en este estudio, es un numero intermedio entre las reportadas para
conejo europeo Y liebre. Esto coincide con afirmaciones basadas en andlisis 6seos y
aspectos cromosémicos y reproductivos en donde se sefala que el zacatuche se
asemeja a los conejos por su apariencia fisica pero que estd mas préximo
filogenéticamente a las pikas y a las liebres que a los conejos; que podria tratarse de
una especie intermedia entre conejos y liebres (Velazquez et al.,1996; Cervantes et
al.,1990; Robinson et al., 1981).

Buscando contrastar nuestros resultados con otros trabajos, se procedié a
compararlos con los de otras especies cuyos espermatozoides son de cabeza
aplanada como los del conejo, y como es el caso de los bovinos y del humano.

La cabeza de espermatozoides de bovino tiene una longitud de 9.2 um (Mann
y Lutwak-Mann,1981) y especificamente para el toro (Bos taurus) esta entre 6.77 y
9.71 um. En el caso de las cabras (Capra hircus) es de 8.27 um (Cummins y
Woodall, 1985) y la del humano mide entre 4 y 7 um (Monesi, 1978; Mann y Lutwak-
Mann,1981; Baccetti, 1984; Joshi et al., 2001); con un grosor de 1 um en el caso de
los bovinos y de 1.5 um para la cabeza del espermatozoide humano. Al contrastar
dichos parametros con los dos de mayor dimension obtenidos en este estudio, que

son los del grosor del rodete marginal (0.59 um) vy la base de la cabeza (0.63 um),
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se encontré que aquéllos son mas gruesos (mas del 40 %) que los de zacatuche.
Ademas, esto no tiene correspondencia con la longitud de la cabeza espermatica ya
gue la del humano es menor y la del bovino algo mayor, quedando intermedia entre
ellas dos la del zacatuche.

En cuanto al flagelo, la morfologia y arreglo estructural observada en el
espermatozoide de zacatuche es igual a la reportada para los mamiferos en general,
encontrando en ellos la pieza media, pieza principal y pieza terminal, con un
axonema que se extiende a todo lo largo del flagelo. Este también esta constituido
por dos microtibulos centrales rodeados por nueve dobletes. Consta de fibras
densas externas que rodean al axonema en la pieza media y la pieza principal, y la
vaina fibrosa que junto con las mitocondrias, distingue a la pieza media (Fawcett,
1975; Gibbons, 1981; Serres et al., 1983; Bearer y Friend, 1990; Eddy y O’Brien,
1994; Oko y Clermont, 1998).

Respecto a la longitud del flagelo en el conejo europeo, cabe sefalar que
existen diferencias en las dimensiones reportadas en estudios realizados con
microscopia Optica: Cummins y Woodall (1985) encuentran que la longitud de la
pieza media mide entre 8 y 8.81 um y la pieza principal entre 38 y 40.7 pm, y Ambriz
et al (2003) reportan 9.22 um para la pieza media y 47 pm de longitud total del
flagelo. En cuanto al zacatuche, Ambriz et al (2003) reportan 8.85 um de longitud
para la pieza media, y 46.07 um de longitud total del flagelo. Estos autores no

reportan medidas de otras regiones del flagelo.
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En cuanto al diametro que tiene el flagelo en sus tres regiones, también se
encontré6 muy escasa informacion; se menciona que la pieza media del flagelo del
espermatozoide de cabra tiene 0.74 um, la del conejo europeo 0.73 pm (Cummins y
Woodall, 1985) y la del humano tiene 0.88 um (Serres et al., 1983) y 1 um en su
base (Baccetti, 1984). En el presente estudio, se encontré que el diametro de la
pieza media es de 0.7 um, quedando asi como el menor didmetro de los datos antes
mencionados.

El diametro de la pieza principal del espermatozoide humano es de 0.53 pmy
de la pieza terminal de 0.24 um (Serres et al., 1983); en el zacatuche se encontré
0.42 um para la pieza principal, y 0.37 um para la pieza terminal. Resultando asi que
en esta Ultima regidn es mayor la del zactuche que la del humano en un poco mas
del 50 %, pero es mas pequefia la pieza principal. Hasta el momento, no hay
reportes de las dimensiones de estas regiones del flagelo en el conejo y especies
cercanas; en este estudio se reportan por primera vez las dimensiones del diametro
de las diferentes regiones del flagelo de espermatozoides de zacatuche. Esto
refuerza la originalidad y el aporte de este estudio para el conocimiento de dicha

especie.
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Conclusiones

La diferencia que existe entre el resultado de nuestra medicion y la reportada
para el zacatuche en el estudio con microscopia de luz puede deberse a la precisiéon
de las medidas logradas por los aumentos totales que se obtienen en microscopia
electronica.

El grosor de la cabeza del espermatozoide no varia de manera directamente
proporcional a su longitud.

La morfologia y arreglo estructural observada en el flagelo del espermatozoide
de zacatuche es igual a la considerada para los mamiferos en general.

No hay reportes de las dimensiones del diametro de las regiones del flagelo en
el conejo y especies cercanas; los datos aqui presentados son un aporte original
para el zacatuche.

La morfometria ultraestructural puede ser usada para el estudio del
espermatozoide y las medidas reportadas en este trabajo son de gran utilidad para el

conocimiento de la biologia reproductiva del zacatuche.
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