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Resumen

RESUMEN

La neotenia facultativa dota a Ambystoma tigrinum de una gran plasticidad
adaptativa, que se demuestra por la amplia gama de respuestas fisiologicas ante
las condiciones cambiantes de su entorno.

En el presente estudio se hizo una correlacion morfomeétrica entre algunos
parametros de las glandulas pineal, hipdfisis y tiroides con el testicuio de A.
tigrinum durante un ciclo anual. Para tal efecto se colectaron machos adultos
neoténicos en la mitad de cada estacion del ano. Se llevd a cabo el procesamiento
histologico de las glandulas endocrinas y del testiculo. Se realizé la morfometria
de algunos parametros de las unidades secretoras de cada glandula (namero de
pinealocitos endocrinos, area de las células gonadotropicas, altura del epitelio
folicular e indice de la actividad tiroidea; asi como el area de los estadios de la
espermatogénesis). A cada resultado morfométrico se le aplicé un analisis de
correlacion con los demas parametros en las cuatro estaciones del afo.

La poblacién de A. tigrinum analizada, no presenté el patron reproductor
estacional tipico para los urodelos y mostré una potencialidad reproductora que
tiende a ser continua durante el afto.

La morfometria de los parametros sefalados anteriormente, la correlacion de las
glandulas pineal, hipofisis, tiroides y la histologia del testiculo cofrroboran esto, al
mostrar que, a lo largo del afio hay organismos con todos los estadios de la linea
espermatica y las células gonadoétropas de la hipdfisis correlaciona positivamente
con el testiculo en promedio durante todo el afo.

Otras correlaciones importantes se dan en primavera-verano entre el nimero de
pinealocitos endocrinos con, ia altura del epitelio folicular (pineal-tiroides) y entre el
numero de pinealocitos endocrinos con el porcentaje de espermatozoides (pineal-
testiculo); histomorfomeétricamente, la glandula pineal esta mas desarrollada y la
tiroides mostré también una mayor actividad en estas estaciones. Se propone una
doble funciéon para la pineal: progonadica en primavera-verano y antigonadica en
otofio-invierno. Un resultado importante es una variante a! patrén histoloégico del
testiculo descrito para los ambystomidos, en donde se ha descrito que la
espermatogénesis es en sentido cefalocaudal. En A. tigrinum de la localidad de
Totolcingo, Tilax. se encontré6 ademas un patron latero-medial de la
espermatogénesis.

El encontrar un patron continuo de la actividad espermatogénica, refleja la
potencialidad de esta especie para responder con éxito a las diferentes presiones
ambientaies, entre ellas, la disponibilidad de alimento y la desecacion de la laguna

donde se desarroilan, entre otras.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La reproduccion, es un aspecto fundamental del ciclo de vida de cualquier ser
vivo, que requiere de una serie de eventos como la maduracién de las gonadas y
de los &rganos copuladores, ademas de una época en la que exista una
receptividad de la hembra hacia el macho (Shephered, 1994). Estos eventos
estan regulados de manera endogena por los propios organismos y por las
condiciones ambientales (Rastogi, 1980; Jergensen, 1988, Méndez de la Cruz,
1989). En ila regulacion del ciclo de maduracion testicular de los anfibios se
observa esta interaccion del status endocrino con los factores ambientales, tales
como la temperatura ambiental y la precipitacion, presentandose como
consecuencia una ciclicidad en la espermatogénesis; asi como algunos cambios
conductuales, como por ejemplo, la vocalizacion, los movimientos migratorios

(water drive), y el cortejo (Stebbirs y Cohen, 1995).

1.1 Glandulas iad con |la reprod ion y su control hormonal

El hipotalamo y la glandula hipofisis, son las principales estructuras involucradas
en el control de la respuesta reproductora, éstas actuan sobre las gonadas para
que produzcan ceélulas sexuales y en la produccion de hormonas esteroides
(progesterona, 17[i-estradioi. testosterona y S5a-dihidrosterona) las que a su vez
retroalimentan el sistema hipotalamo-hipdfisis-gonada (Randall y cols., 1997). El
hipotalamo, es estimulado por el ambiente y produce neuropéptidos reguladores,
para la elaboracion de las hormonas: liberadora de gonadotropinas (GnRH),
liberadora de la tirotropina (TRH), liberadora de corticotropina (CRH), y liberadora

de somatotropina (GHRH), las que estimulan a la hipoéfisis, en particular la pars
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Introduccién

distalis de la adenohipdfisis para que secrete varias hormonas, entre ellas la
adenocorticotropina (ACTH), la foliculo estimulante (FSH), la luteinizante (LH), ia
estimulante de la tiroides (TSH), la del crecimiento (GH) y ta prolactina (PRL)
(Licht, 1990; Randall y cols., 1997). Estas hormonas, son muy parecidas en todos
los vertebrados. Por ejemplo, se ha corroborado que existe una estrecha relacion
entre las GnRH del hipotalamo de peces, aves y mamiferos, y se ha demostrado
que éstas son equipotenciales, es decir, que todas ellas provocan una respuesta
en la liberacion de LH en la hipdfisis de anfibios y reptiles in vitro, o que
posiblemente contrasta el hecho de que los receptores de las células hipofisiarias
de especies no mamiferas son menos especificas o son menos estrictas en
cuanto a la composicidn de aminoacidos de las moléculas de GnRH, (Licht y cols.,
1987). Licht y Porter (1987) describen que los neuropeptidos del hipotalamo de
Rana catesbeiana son muy parecidos -en su estructura molecular- a los
mamiferos. Dores y cols. (1989) describen en Ambystoma tigrinum que la ACTH
que se produce durante su ciclo de vida, parece ser semejante a la ACTH
producida por los mamiferos.

En términos evolutivos, la estructura de estos neuropeptidos ha sido altamente
conservada, y responden de manera semejante en los diferentes grupos de
vertebrados, no obstante que durante su sintesis haya variantes a nivel molecular,
en su estructura, que puedan jugar un papel diferente en diversos organismos
(Andersen y cols., 1992).

En el caso particuiar del testiculo de anfibios urodelos, el control hormonal esta
influenciado por el ambiente, por lo que se puede observar una estacionalidad en

ios componentes estructurales de ia gdénada, lo cual va acorde con el ciclo

2 [ TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Introduccién

reproductor de estas especies, en especial en organismos de zonas templadas, lo
que se manifiesta en las caracteristicas sexuales secundarias (Armstrong, 1989).
El control hormonal de la funcion testicular, como en el resto de los vertebrados se
da a través de las gonadotropinas hipofisiarias parecidas a la FSH y a la LH de
mamiferos. La espermatogénesis esta influenciada por la FSH, mientras que la LH
regula la sintesis de esteroides por parte de las células intersticiales (/obule
boundary cells); y la secrecion de estas gonadotropinas esta regulada por factores
liberadores def hipotatamo (Amstrong, 1989).

La hormona prolactina, en urodelos de la familia Salamandridae, promueve un
cambio conductual, permitiendo el regreso de los organismos adultos al medio
acuatico para la reproduccion (Jameson, 1988). En el caso de la hormona
prolactina, se ha postulado que posiblemente tenga un efecto progonadico en
urodelos como A. tigrinum; al tratarlos in vivo con esta hormona, se observo que
se facilitaba la ovulacion.

En sapos, la prolactina promueve e! desarrollo de las génadas en las hembras
(Mazzi y Veliano, 1987)

Otra glandula importante es la tiroides, sus hormonas, ademas de influir en la
metamorfosis, juegan un papel significativo en la reproduccion; se ha demostrado
que niveles minimos de tiroxina (Ts) en plasma de Ambystoma tigrinum se
corresponden con el aumento de! indice gonadosomatico en machos y hembras,
asi mismo se describe que al disminuir los niveles de T, se aumenta
significativamente la concentracion de los niveles de esteroides gonadales
(Norman y Norris, 1987), por lo que podemos observar una retroalimentacion

negativa de la funcion de la tiroides con la funcion gonadica.
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Werner (1969) indica que es en 1932 cuando se tienen los primeros registros del
efecto de la temperatura y el fotoperiodo sobre la espermatogénesis de anfibios,
estos dos factores tienen un efecto significativo en el estado endocrino, bien sea
por una sensibilidad de la hipodfisis a factores ambientales, a través de los centros
hipotalamicos o la sensibilidad del epitelio germinal del testiculo a las hormonas
gonadotropicas.

Se ha sugerido que la glandula pineal, afecta algunas actividades fisiolégicas de
los organismos (Maestroni, 1993); la melatonina, principal producto de esta
glandula, se sintetiza en ausencia de luz; interviene en los ciclos diarios de
actividad, por lo que se ha demostrado influye en la estacionalidad de un
organismo si se altera el fotoperiodo (Hadley, 1996). Se ha demostrado también
que en A. tigrinum se incrementa significativamente el nivel de melatonina en
plasma durante la noche (Gern, y cois. 1983); y que en altas temperaturas se
disminuye el nivei de melatonina circulante en el plasma (Gern y Norris, 1979). La
secrecion de melatonina puede retardar el desarrollo gonadal en algunos anfibios,
como el caso de Ambystoma tigrinum (Jameson, 1988). Warburg (1997) confirma

que la melatonina suprime la actividad gonadal durante dias cortos y en

condiciones de luz constante.
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introduccidén

1.2 Histologia de las glandulas pineal, hipéfisis, tiroides

1.2.1 Glandula pineat

Embriolégicamente la pineal deriva de una evaginacion de la region dorsat det
diencéfalo (Shephered, 1994). En urodelos, es una pequefa estructura sacular
revestida por una o mas capas de células que se pliegan y forman estructuras
parecidas a foliculos. Células fotorreceptoras forman el componente estructural
basico de la pinea!l (Korf, 1976).

1.2.2 Glandula hipéfisis

Estructura cuyo origen embriologico doble asocia estrechamente a la superficie
ventral del diencéfalo y el techo de la cavidad bucal (Dueliman y Trueb, 1986).
Esta formada por dos porciones de estructura y funcion diferentes; Ila
neurohipdfisis y la adenohipdfisis, esta ultima dividida en tres partes:

La pars distalis, envuelta en una capsula fibrosa, posee un parénquima que forma
cordones y grupos de ceélulas epiteliales sostenidas por fibras reticulares.

El parénquima esta formado por células cromdfilas secretoras, (que a su vez se
subdividen por la tincién de sus granulos en aciddfilas y basofilas) y por células
cromoéfobas no secretoras, pequefias, esféricas o piramidales que carecen de
granulos (Leeson y cols. 1987).

La pars intermedia esta formada por una deigada capa de células y por vesiculas
que contienen coloide, que tienen forma piramidal y tamafo variado, células
secretoras con granulos basdfilos. En anfibios esta estructura esta bien
desarrollada (l.eeson y cols. 1987).

La pars tuberalis, forma un collar de células de forma cubica alrededor de tallo

infundibular, éstas se disponen en grupos o cordones (Leeson y cols. 1987).
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La neurohiposfisis, que es la porcion de origen diencefalico. En los anfibios
urodelos contienen los axones de las células neuroenddécrinas del nucleo predptico
del hipotalamo, que terminan y vacian sus secreciones cerca de los vasos
sanguineos neurohipofisiarios. En anfibios esta porcién esta poco desarrollada
(Pisano y Barbieri, 1967).

1.2.3 Glandula tiroides

Estructura pareada, embrioldgicamente deriva a partir del epitelio faringeo (Shi,
2000). Se encuentra rodeada por una capsula de tejido conjuntivo, por debajo de
ella se encuentra otra capsula mas delgada, que se adhiere a la glandula con
prolongaciones deigadas que se extienden formando tabiques que dividen a la
glandula en lébulos, éstos formados por los foliculos, unidades estructurales que
varian dependiendo del momento funcional de la glandula. Un foliculo consta de
una capa de epitelio simple que rodea una cavidad, que puede o no estar llena de
coloide, la forma de las células varia, pasando de plano, a cilindrico, regularmente

su estado es de células cubicas (Leeson y cols. 1987).

1.3 Asp reproduct de los anfibios

Los anfibios, como todos los vertebrados, exhiben una ciclicidad en sus funciones
reproductoras; en el caso de los urodelos, pueden presentarse dos grandes
patrones: el CICLO ANUAL como organismos de los géneros, Ambystoma,
Rhyacotriton, Pleurodeles, entre otros; y el CICLO BIANUAL sobre todo en
salamandras pletodontidas (Dueliman y Trueb, 1986). El desarrolio de la actividad
gonadica de machos y hembras se encuentra bajo control directo de la
adenohipdfisis, que a su vez es regulada por el hipotaiamo, por medio de la via de

neurosecresiones hipotalamicas que son transportadas a la hipofisis mediante los
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vasos portales (Jergensen, 1974). Se ha encontrado una correlacion positiva entre
la secrecion de gonadotropinas y cambios estacionales en el epitelio germinal
testicular y caracteristicas sexuales secundarias en machos de anuros y
salamandras. Una ablacion total de la hipodfisis o de la pars distalis resulta en la
atrofia de las gonadas (Duellman y Trueb, 1986).

La temperatura, la temporada de liuvias, la disponibilidad de alimento y la luz son
los factores extrinsecos involucrados en la actividad reproductora, (Salthe y
Mecham, 1974), los cuales facilitan cierntos eventos, como pueden ser la
ovopaosicion, el apareamiento y la propia regulacion ciclica de la formacion de las
células sexuales (Gern y cols. 1987).

Rastogi y cols. (1976) encontraron para Rana esculenta que el fotoperiodo influye
en la espermatogénesis, el incremento en la temperatura ambiental, el aumento en
las horas de luz y la secrecidon de gonadotropinas facilita la proliferacion de
espermatogonias, la formacién de espermatocitos primarios y secundarios,
mientras que la formacidon de espermatidas se favorece con la disminucion en la
temperatura. Se demostro también que la luz actaa facilitando la respuesta del eje
hipotalamo-hipdfisis-génada a la temperatura, que es el principal modificador de la
actividad testicular.

En el caso dei urodelo Plethodon cinereus, el fotoperiodo juega un papel de suma
importancia, se observdé que a 20° C y en fotoperiodos largos (18 h luz y 6h
oscuridad) aumenta el estado de madurez del testiculo (Werner, 1969). Se ha
demostrado también, que el fotoperiodo influye en los ciclos anuales de
practicamente todos los vertebrados, sobre todo, en aquellos que viven en lugares

de grandes altitudes; para vertebrados ectotermos el fotoperiodo tiene un efecto
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notable en el estado y en la actividad gonadal (Hoffmann, 1981). Stebbins y Cohen
(1995) han propuesto que la cantidad de luz recibida y la temperatura del fiujo de
agua tiene efectos diferenciales en la biologia reproductora de anfibios, aun en
{ugares adyacentes de un mismo cuerpo de agua.

Otros factores importantes relacionados con la actividad reproductora son la latitud
y fa altitud ya que afectan los periodos de reproduccion y la tasa de crecimiento de
fos anfibios. Brattstrom (1968) encontré que en anfibios anuros se incremento la

tolerancia de climas frios, conforme aumentaba la attitud.

1.4 Ciclo gonadico de Ambyse tigri

Los testiculos de los urodelos muestran una marcada regionalizacion en la
distribucion de la poblacion celular a lo largo de la gonada; en general, son
estructuras pareadas y de forma alargada, formada por tubulos seminiferos, cada
uno de ellos, en un mismo corte transversal, muestra diferentes estados de la
espermatogénesis, distribuidos en quistes, es decir, grandes grupos de ceélulas
que maduran sincronicamente. Otra caracteristica general de la gonada de
urodelos es la falta de células intersticiales secretoras o éstas no son evidentes
con técnicas generales; y en los intersticios entre los lobulos se observan soélo
elementos de tejido conjuntivo (Lofts, 1984; Paniagua y Nistar, 1983).

El testiculo de A. fignnum, presenta similitudes y diferencias con los testiculos de
otros vertebrados, consta de tdbulos seminiferos; sin embargo, las ceélulas
germinales estan arregladas en quistes, éstos contienen ceélulas espermaticas en
el mismo estadio de desarrollo. En organismos de género Ambystoma dumerilii se

ha descrito la espermatogénesis en sentido antero-posterior del testiculo o
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cefalocaudal, en donde las ceélulas inmaduras estan en la region cefalica y los
espermatozoides en la region caudal del testiculo (Uribe y cols. 1994).

En muchos urodelos, la espermatogénesis es un evento sincrénico que esta
estrechamente relacionada con las estaciones del ano. Norris y cols. (1985)
describieron que en A. (tignnum, la renovacion del tejido gemminal, la
espermatogénesis y la actividad copulatoria comienzan en primavera, en mayo y
junio comienza una nueva generacion de espermatocitos primarios, a principios de
julio comienza la meiosis, y en agosto encontraron espermatozoides, los cuales
fueron liberados hacia el invierno, para continuar con un nuevo ciclo gonadico.
Establecer el ciclo gonadico de las especies del género Ambystoma conlieva como
en otros anfibios algunos problemas, dada la propia estructura del testiculo, por lo
que se han propuesto diversas metodologias para describirio: en ranas del género
Telmatobius, Montero y Pisano (1990) cuantificaron los estadios de la linea
germinal tomando como unidad de conteo el quiste, en diversos etapas del
desarrollo, sin importar el numero de células espermatogénicas presentes. Con las
observaciones histologicas por mes estos autores construyeron fenogramas para
hacer una agrupacion de los componentes germinales por mes. También se han
propuesto técnicas de autoradiografia con timidina tritiada en Ambystoma
mexicanum, para hacer un seguimiento celuiar de la espermatogénesis (Miltner y
Armstrong, 1983).

1.5 Ambystoma tigrinum (Green, 182S5)

Anfibio urodeio, perteneciente a la familia Ambystomatidae (Halloweli, 1856 en:
Duellman y Trueb, 1986), es e! ambystomido mas grande y presenta un cuerpo

vigoroso y surcos visibles sobre los costados (Matz y Vanderhaege, 1979); las
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larvas poseen una cabeza ancha y un pliegue caudal, que corre a lo largo del
dorso y termina a nivel de la cloaca, presenta tres pares de branquias filamentosas
(fig. 1), y tiene un numero de cromosomas de 5§6n (Dueilman y Trueb, 1986).

Dentro del grupo de los anfibios, la metamorfosis juega un papel importante en su
ciclo de vida, ya que el organismo experimenta toda una serie de cambios
anatomicos, fisiologicos, bioquimicos y conductuales para enfrentar el cambio del
habitat acuatico al terrestre; y con ello, se alcanza la madurez sexual y se continua
con el ciclo vital (Duellman y Trueb, 1986). Sin embargo, existen casos en los que
puede ser prescindibie; en este caso, las larvas de Ambystoma tigrinum retienen
sus branquias y permanecen en el habitat acuatico y se pueden reproducir sin la
necesidad de experimentar la metamorfosis, fenomeno conocido como neotenia,
permaneciendo con el fenotipo larval pero alcanzando la madurez del aparato
reproductor (Conant, 1986). No obstante su neotenia es facultativa, ya que si
existe un cambio ambiental, cormo por ejemplo, que el cuerpo de agua se seque O
aumente la temperatura ambiental entonces se desencadena la metamorfosis, lo
que permite que los organismos enfrenten las presiones ambientales, colonizando
el medio terrestre para reproducirse como adulto terrestre (salamandra) en cuanto

las condiciones ambientales sean favorables (Stebbins y Cohen, 1995).
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Branquias Pliegue caudal

Fig 1. Larva de un adulto neoténico de Ambystoma tigrinurm, barra de referencia 1
cm (Tomado y modificado de Stebbins y Cohen, 1995).

1.6 El complejo Ambyst eigrii

En Meéxico desde hace tiempo se han tenido problemas con la taxonomia de las
especies del género Ambystoma, por existir al parecer, procesos de especiacion
en los diferentes cuerpos de agua de la parte Centro y Este de la Republica
Mexicana. Brandon (1989), ha indicado que esto puede deberse a que existe un
potencial de hibridacion interespecifico, aunado a su aparente separacion
ecologica y geografica, que da como consecuencia un aislamiento reproductor.
Ademas los grandes cambios en los habitats de estos organismos en el pasado
geologico, ha dado como resultado la gran variabilidad de fenotipos de este
género. Se dara a continuacion una posicion reciente del estado taxonémico de
Ambystoma tigrinum.

Hasta hace poco se mencionaba la distribucion de Ambystoma tignnum desde el
Norte de los Estados Unidos, hasta la region de la meseta de México, y se le
reconocia como el unico anfibio politipico distribuido continentaimente (Stebbins,

1985; Conanat y Collins, 1991). No obstante, recientemente se ha discutido sobre
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este tdpico y se ha puesto en duda si esta especie es realmente politipica; sobre
todo en las especies mexicanas de este compiejo, ya que presentan una serie de
particularidades que hacen a las poblaciones del centro de México muy especiales
(Shaffer, 1993).

En Meéxico se encuentran 15 especies de salamandras de la familia
Ambystomatidae, distribuidas en el centro del! pais y estan estrechamente
relacionadas con Ambystoma tigrinum (Routman, 1993). Mediante analisis de
aloenzimas y patrones morfologicos de diversidad, se ha propuesto {a hipdtesis de
que hubo una especiacion, la cual estuvo en funcion, en primera instancia, de una
diferenciacion alopatrica, determinada por la geologia y la hidrologia de la parte
Centro de Meéxico. Por la edad geoldgica aproximada del eje neovolcanico
mexicano, se encontré una consistencia en que la divergencia de los taxa
mexicanos se dio en un periodo de no mas de 10 millones de afos, y muchas
especies derivaron, al parecer en un tiempo menor a éste (Shaffer y McKnight,
1996).

En la actualidad se reconocen al menos siete grupos monofiléticos, con base en el
analisis de aproximadamente 840 pares de bases de una secuencia de DNA
mitocondrial, para sugerir la monofilia del complejo A. tigrinum. Para las especies
del centro de México se ha propuesto su ubicacion taxonémica como Ambystoma
velasci, los muestreos se realizaron hasta el estado de Puebla, (cerca de donde
se colectaron los organismos para este estudio) Fig 2. Aunque resulta dificil
interpretar las poblaciones de Ambystomidos de la parte Este de la meseta de
México, dados los antecedentes ya mencionados, aunados con situaciones

ambientales diferentes al resto de las especies de Norte América, hacen que estas
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poblaciones presenten particularidades muy marcadas no sdlo en la cuestion
taxonomica, sino también en la biolégica (Shaffer y McKnight, 1996), lo que

permite sugerir el alto éxito que han tenido para establecerse en esta region.

13
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A. ¢, Jiaboli

A. ¢ tigrinum
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Fig. 2. Distribucion de las especies del complejo Ambystoma tigrinum, en Estados
Unidos y en México, la parte del Centro de México se observa en el recuadro
inferior (Tomado de Shaffer y McKnight, 1996).
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1.7 Justificacion

Es necesario considerar que los anfibios estan afectados por los cambios
climaticos globailes como Harte y Hoffman (1989) lo describen: una poblacion de
Ambystorma tigrinum mostré una disminucion del 65% en los adultos con al menos
un afio de edad en un periodo de 6 afos.

Nuestro interés particular se debe a que A. tigrinum es una especie explotada de
manera intensiva por parte de los pobladores del lugar y no existe una
reglamentacién sobre su uso, y en la medida que se conozca su biologia
reproductora se podra maximizar el aprovechamiento de este recurso, sin
comprometer las poblaciones naturales.

Por lo anterior resulta importante conocer el ciclo gonadico de esta especie, en la
poblacion natural, ya que la mayoria de este tipo de estudios se hace a nivel de
laboratorio (Norris y cols., 1985).

En anfibios urodelos, como Ambystoma tigrinum se han hecho pocos estudios en
relacion con el ciclo gonadico, el cual o podemos definir como la serie de cambios
que experimenta la estructura morfoldgica de la gonada (ovario o testiculo)

durante un ciclo reproductor.
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1. OBJETIVOS

il.1 Objetivo general

Relacionar morfofuncionalmente las glandulas pineal, tiroides e hipéfisis con la

estructura testicular de adultos neoténicos de Ambystoma tigrinum, durante un

ciclo anual.

11.2 Objetivos particulares

1. Describir histolégicamente el testiculo de A. tigrinum y determinar su ciclo
gonadico de acuerdo con el analisis histologico y morfométrico de cada estadio
de la espermatogénesis de la Laguna de Totolcingo, Tlax. durante un ciclo
anual.

2. Correlacionar algunos parametros morfolégicos de las glandulas pineal,
hipdfisis y tiroides con el ciclo gonadal, y determinar su control hormonal.

3. Determinar la posible influencia de los factores ambientales (temperatura y
precipitacion) de la localidad en donde habita esta especie sobre el ciclo

gonadico de A. tigrinum.
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Hl. MATERIALES Y METODOS
ill.1 Colecta

El presente estudio se llevé a cabo con machos adultos neoteénicos de A. tigrinum
de la laguna de Totolcingo, Tlax., localizada en el municipioc “El Camen
Tequexquitla”. La colecta se realizd para cada estacion del afio (primavera,
verano, otofio e invierno), ésta se hizo con una técnica rustica de captura. La
seleccion de los organismos se realizé con base en su peso y tallas corporales
promedio, siendo sus medias: 133.42 + 5.61 gramos de peso humedo, 25.36 *+

0.38 centimetros de longitud total y 12.77 + 0.20 centimetros de longitud hocico-

cloaca.

1.2 Climograma

Para determinar la influencia del ambiente sobre la actividad reproductora, se
obtuvieron los registros de temperatura ambiental y precipitacién del municipio ce
“El Carmen Tequexquitla”, los registros fueron para los afios de 1992-1993, y
ademas se hizo una revisién de un periodo de nueve anos, de 1985 a 1994, estos
datos fueron obtenidos del Servicio Meteorolégico Nacional.

1.3 indices

Se analizaron los indices gonadosomatico y hepatosomatico.

El indice gonadosomatico calcuiado como:

(El peso de la gonada/el peso corporal) x 100 (Rodriguez, 1992); este indice nos
representa el estado de la gonada respecto al peso del organismo y el indice
hepatosomatico, calculado como: (el peso del higadofel peso corporal) x 100

(Rodriguez, 1992).
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1.4 Obtencién de M as (Glandul pineal, hipdfisis, tiroides y testiculo)

y su histologia.

Se escogieron para cada una de las estaciones del afo tres adultos neoténicos
machos, a los cuales se les sacrificé por decapitacion, se realizd la diseccion del
encéfalo junto con las glandulas pineal y la hipdfisis, se fijaron en formol
amortiguado al 10%. La mandibula inferior fue removida para disecar la glandula
tiroides, y ésta fue fijada en liquido de Zenker, después de 24 horas se pasaron a
una postfijacion en formol amortiguado al 10%. El testiculo derecho se pesé y fue
fijado en formol amortiguado a! 10%.

Todas las muestras fueron procesadas mediante la técnica histologica de rutina,
deshidratacion en alcoholes graduales y aclaramiento, para su inclusién en
parafina y cortes seriados de 5um de grosor. A partir de la linea media de cada
glandula, se hicieron 30 cortes en una distancia de 150 pm para hacer los analisis

morfolégicos. Los cortes fueron teflidos con las técnicas histologicas de
Hematoxilina-Eosina, Tricromica de Masson y Acido Periddico Schiff (PAS).
Posteriormente se hizo el analisis microscopico de todos los cortes del testiculo y

de las glandulas endocrinas, finalmente se tomaron fotomicrografias en un

fotomicroscopio Zeiss Il.
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IN.S Analisis morfométricos

H1.5.1 Glandula Pineal

Por cada estacién, la glandula pineal se analizé de la siguiente manera: en tres
cortes sagitales no consecutivos, separados 50pym desde la mitad de cada
glandula se contd el numero de foliculos y el numero de células endocrinas, en un
area de 0.44 mm? a 16x, y con el promedio de! nimero de células endocrinas se
determind su densidad (Numero de células / unidad de area). Debido a que se
contabilizé el numero de ceélulas, para efecto de ingresar los datos al analisis
estadistico se transformaron los datos a logaritmo natural. Para establecer
posibles diferencias, se hizo un analisis de varianza (ANOVA) con disefio de
bloques al azar con p(<0.05), donde el nimero de cortes fue utilizado como
bloques, ya que éstos fueron seriados no consecutivos.

11.5.2 Glandula hipoéfisis

Por cada estacion, se eligieron de todos los cortes sagitales seriados tres cortes
mediales no consecutivos de cada glanduia, es decir, que los cortes analizados
tuvieron una separacion de SO4m uno con respecto del otro, para medir y contar
las células gonadétropas en un area de 044mm? a 16x. Se midieron los
diametros mayores y menores de todas las células gonadoétropas identificadas en
el corte para calcular su area, considerando el area de una elipse. A las medias se
les aplicé un analisis de varianza con diserfio de bloques al azar (p<0.05).

111.5.3 Glandula tiroides

La glandula fue cortada de manera longitudinal en direccion ventro-dorsal, ios

analisis se hicieron en tres cortes no consecutivos, con una separacion de S0pm
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entre cada uno, en la mitad de la glandula. En un area de 0.44mm? a 16x se
evaluo la actividad tiroidea aplicando el indice:
EAF x NF' x AE (Montafio, 1995).

AT
Donde AF: area folicular; AT: area total; NF: nimero de foliculos y AE: la altura

promedio del epitelio

Se tomd ademas en consideracion la altura del epitelio secretor, el cual se midié
con un objetivo micromeétrico C: REICHERT BPK 10x, este valor se considerd
también como indicativo de actividad tiroidea; a estos resultados se les aplicé ta
prueba estadistica de analisis de varianza con dos criterios de clasificacion y con
un disefo de bloques al azar (p< 0.05).

11.5.4 Testiculo

De cada testiculo se hicieron cortes seriados de manera longitudinal en direccion
ventro-dorsal de S5uym de grosor (fig. 3). Se determind para cada testiculo la
localizacién de cada tipo ceiular del linaje espermmatico y en tres cortes no

consecutivos de la zona media de cada gonada se midi6 el area en um®de
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Fig. 3 Descripcion del plano de corte del testiculo de Ambystormna tigrinum
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cada estadio celular de la espermatogénesis, de acuerdo a las observaciones de
Uribe y cols. 1994). espermatogonias, espermatocitos primarios. espermatocitos
secundarios, espermidtidas y espermatozoides en todo el corte, con un
digitalizador de imagenes Hamamatsu ARGUS-20 Modelo No. C5510-01.

Dado que se encontréo una diferencia en tamarfo de los testiculos, debido a las
diferentes tallas de los organismos, las areas de cada estadio celular de la
espermatogeénesis se expresaron en porcentaje respecto al area total del corte, y
con estos valores se realiz6 un analisis de varianza con dos criterios de
clasificacién. Y se escogio el area ocupada por los espermatozoides para aplicarle

la prueba de andlisis de varianza con disefio de bloques al azar p(<0.05).

111.5.5 Correlacion morfométrica

Una vez obtenidos los resultados estadisticos por separado, se realizé una prueba
de correlacién, entre los parametros medidos de cada glandula, y del estado
testicular, respecto a las cuatro estaciones del afo, mediante las pruebas de:
Wilk s Lambda, Pillai’s Trace, Hotelling-Lawiley y Roy’s Max Root, todas ellas con
una p<0.05.

El disefio metodologico se muestra en la fig 4
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COLECTA DE
ADULTOS NEOTENICOS DE
Ambystoma tigrinum EN LAS
CUATRO ESTACIONES DEL ANO

OBTENCION Y PROCESAMIENTO HISTOLOGICO DE:

MONITOREO
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DEL HABITAT
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$<0.05
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Fig. 4 Diagrama experimental de la metodologia empleada en este trabajo.

N6 Pr disti

Para hacer comparaciones entre cada una de las caracteristicas morfométricas de

tas diferentes glandulas contra la época del afio se hizo un andlisis de varianza

(ANOVA), con un grado de confiabilidad del 95%.

Para contrastar las diferentes glandulas con respecto a la época del aflo se uso

una prueba de correlacion que hace las siguientes pruebas:
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Wilks* Lambda, Pillai’s Trace, Hotelling-Lawley y Roy’s Max Root, con una p<0.05.
Con estas pruebas se compard la estacion contra los parametros medidos en los

cortes de las glandulas pineal, hipdfisis, tiroides y testiculo para las cuatro

estaciones del afio.
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IV. RESULTADOS

IV.1 Climograma
La laguna de Totolcingo se encuentra ubicada a los 2380 m.s.n.m. (LN.E.G.l.,

1993), con un clima seco frio, con un patrén de lluvias en verano (BS:ks) y para los
afios de la colecta 1992-1993 se observé un patrén de distribucion variable (Fig.
5), en cuanto a la temperatura y la precipitacion, factores que estan afectando el
desemperio de este individuo en su ambiente natural. Sin embargo, al revisar el
patron acumulado de nueve afios 1985-1994 (Fig.6) se observa un patrén
uniforme de maximas Huvias en los meses de mayo a septiembre (los maximos
valores son de 69.9 mm de precipitacion, y el menor de 1.6 mm; los cuales
corresponden a las mayores temperaturas ambientales (la maxima temperatura
registrada es de 16°C, la menor de 10.9°C). Y de menor precipitacion y

temperatura en los meses de octubre-abril cuyos valores maximo y minimo van de

28-2 mm de precipitacion y 0.5-7°C respectivamente.
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1992-1993 para el Municipio “El Carmen Tequexquitia”, Tlaxcata.
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Fig. 6 Patrones de temperatura ambiental, precipitacion e insolacién medias de los afios
1985-1994 para el Municipio "El Carmen Tequexquitta”, Tlaxcala. ,
., precipitacion (mm); @, temperatura (°C); * insolacién (MJ/m?). Datos obtenidos del

SMN y del instituto de Geograﬂa de la UNAM..
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V.2 indices
£1 analisis del indice gonadosomatico (IGS), mostro el valor mayor IGS (3.38+1.7)

en {a estacion de otofio y el menor en la estacion de invierno (0.67+0.09). Los
valores del IGS pueden observarse en la tabla 1:
El analisis del! indice hepatosomatico presenté el mayor valor en primavera

(8.9t1.7) y el menor valor en invierno (4.09+0.2). Los resultados pueden

observarse en la tabta 1:

Q PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO
Inpice

1IGS 2.1+1.2 0.71+0.12 3.38x+1.7 0.67+0.09
HS 8.9+1.7 6.3+0.2 5.5+1 4.9+0.2

Tabla 1. Valores del IGS e IHS de Ambystoma tigrinum, expresado como el promedio + et
error estandar, durante las estaciones del afio.

V.3 Histologia y morfometria

1V._3.1 Glandula pineal

La glandula pineal ofrece un patron histologico particular que no corresponde al
descrito por otros autores, (Korf, 1976). La glandula presenta dos porciones, una
sacular en posicion dorsal y una folicular endocrina en posicién ventral, la primera
esta revestida por un epitelio cibico que muestra cambios poco aparentes durante
tas diferentes estaciones, sin embargo, la porcién ventral muestra cambios

importantes en relacion con las estaciones y con el estado gonadal.
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En la porcion ventral, en las diferentes estaciones se observan ademas de

foliculos, células de "tipo endocrino” basofilas y Acido Periddico Schift positivas en

arreglo no folicular, las cuales pueden ser escasas o abundantes segun ia

estacion, (fig. 7, tabia 2).

log nat. 2el No. de céiulas endocrinas
3.5 o [ = *
28 ] ! *
. *
2 4
1.5 + I
1 4
0.5 -+
o ~+ + +
PRIMAVERA VERANO OTORO INVIERNO

Fig. 7. Grafica del In del niumero de células endocrinas de la glandula pineal en las cuatro
estaciones del afio, los valores representan el promedio + el error estandar, *: diferencias
estadisticamente significativas p<0.05).

En el siguiente cuadro se observa el nimero de células endocrinas y foliculos por

estacion del afio.

NUMERO DE NUMERO DE CELULAS |
ESTACION FOLICULOS/AREA ENDOCRINAS POR UNIDAD DE AREA
Primavera 9.5£1.5 41.25+5.02
Verano 7.5+2.96 23.86+10.48
Otofio 14.8322.61 812
Invierno 15.25+1.4 5.1£1.04

Tabla 2. Numero de foliculos y de células endocrinas de la glandula pineal de A. tigrinum.
Se presentan las medias + el error estandar.
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Primavera - Verano

Se observaron ceélulas endocrinas y foliculos, no obstante que las primeras se
encontraron significativamente en mayor numero (figs. A y B). Lo que sugiere una
mayor actividad de la glanduta. El mayor namero de células endocrinas se

encontré en individuos cuyos testiculos mostraron una evidente actividad

espermatogeénica.

>y -

e WIS

Fig A y B Glandula pineal de adultos neoténicos de A. tigrinum de primavera (A) y verano
(B); ce: células endocrinas: f: foliculos; vs: vasos sanguineos. 500x, técnica H-E.
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Otoiio - Invierno

Las celulas de tipo endocrino son escasas O no estan presentes. En estas
estaciones se observo una predominancia de foliculos (Figs. C y D). La glanduia
presentd una tendencia a la involucion funcional. Los signos morfolégicos de
involucion fueron: disminucién significativa de células endocrinas y de la
vascularizacion capilar, crecimiento de los foliculos con aplanamiento de sus
células y condensacién de la cromatina. La involuciéon fue mayor en invierno.
Estadisticamente, los datos se ajustaron al modelo en un 95.32% y se encontraron

diferencias significativas en las diferentes épocas del afo (D-W=0.79, 109,

p<0.05).

cr

Fig. C Gilandula pineal de adultos neoténicos de A. tigrinum de otono; f: foliculos; vs:
vasos sangulineos, ce: células endocrinas. 500x, técnica H-E.
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Fig. D Glandula pineal de adultos neoténicos de A. tigrinum de invierno; f: foliculos; vs:
vasos sanguineos. Es notable la ausencia de células endocrinas. 500x, técnica H-E.
1IV.3.2 Glandula hipdfisis

La pars distalis de la adenohipdfisis se encontré formada por células cromdfilas,
con granulos de secrecion aciddfilos y basdfilos, y células cromdfobas sin granulos
de secrecion. Las células gonaddtropas son células basdfilas que se encontraron
cerca de vasos sanguineos, y su forma fue variada, desde ovoide o esférica hasta
piramidal, presentaron un nucleo central o apica! y granulos citoplasmaticos con

una intensa reaccion PAS positiva.
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Primavera

Las células gonadoétropas se presentaron ovoides, con un nucleo central y

citoplasma con reaccion PAS positiva (Fig. E).

Verano
Células de forma eliptica y reaccién PAS positiva (Fig. F).

Fig. E Glandula hipdfisis de adultos neoténicos de A. tigrinum de primavera; G: células
gonadodtropas. 500x, técnica PAS.
Fig. F Glandula hipdfisis de adultos neoténicos de A. tigrinum de verano; G: células
gonaddtropas. 500x, técnica PAS.
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Otofio
Los gonaddétropos son cualitativamente mas grandes, de forma casi esférica con
reaccion PAS positiva (Fig. G).

Invierno
Células cuya forma varia de ovoide a piramidal, con reaccion PAS positiva (Fig.H).

G,. :" S h\:}:z/\?)‘“

Fig. G Glandula hipdfisis de adultos neoténicos de A. tigrinum de otofio; G: células
gonaddtropas. 500x, técnica PAS.

Fig.H Glandula hipdfisis de adultos neoténicos de A. ftigrinum de invierno; G: céiulas
gonadoétropas. 500x, técnica PAS.
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Los resultados morfométricos (area de las células gonadoétropas) pueden

observarse en la fig 8.

Se encontraron diferencias estadisticas en el area de las células gonadodtropas de

la estacion de otofio, no hubo diferencias estadisticas en el nimero de ellas (S-

W=0.98, 0.845, p<0.001).
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PRIMAVERA VERANO oToNO INVIERNO
Fig. 8 . Grafica del area de las células gonadétropas, valores dados en promedio + etror
estandar ; *: diferencias estadisticas (p<0.05).

IV.3.3 Glandula tiroides

Esta glandula se presentd como una estructura pareada, con tipicos folicuios
rodeados de un epitelio, que varié de ser plano, cubico a cilindrico, la forma del
foliculo fue variable, desde esférica hasta irregular, el lumen del foliculo se
presento vacio, parcialmente lieno o lieno de coloide con reaccion PAS positiva.

La tiroides presenté una abundante cantidad de vasos sanguineos, y el tejido

conjuntivo también fue variable en cantidad.
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Primavera

En esta estacion, la glanduta tiroides se encontré mas desarrollada, sobre todo en
fa altura de las células foliculares, que se presentaron de forma cilindrica, con
cromatina laxa y nucleos basales, presentd foliculos vacios de coloide, en otras
ocasiones llenos del mismo, y se pudieron apreciar vesiculas endociticas de
coloide hacia el borde celular (Fig. 1).

Verano

El epitelio folicular presentd una forma cubica, y foliculos llenos de coloide, no se

aprecio tejido conjuntivo entre los foticulos (Fig. J).

Fig 1 Glandula tiroides de A. tigrinurm de organismos de primavera. E: epitelio tiroideo; N:
nucleo celular; €: coloide tiroideo; GEC: Gotas de coloide tiroideo que esta siendo
endocitado por las células tiroideas. 500x Técnica PAS.

Fig J Glandula tiroides de A. tigrinum de organismos de verano. E: epitelio tiroideo; N:
nucleo celular: C: coloide tiroideo. 500x Técnica H-E.
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Otofo

Se observaron foliculos parcialmente llenos de coloide, células epiteliales cubicas
y se aprecio tejido conjuntivo entre los foliculos (Fig. K).

Invierno

Los foliculos se presentaron llenos de coloide, sin tejido conjuntivo apreciabie y

sus ceélulas epiteliales fueron planas y con cromatina condensada (Fig. L).

Fig K Glandula tiroides de A. tigrinum de organismos de otoho. E: epitelio tiroideo; N:
nucleo celular; C: coloide tiroideo. 500x Técnica PAS.

Fig L Glandula tiroides de A. tigrinum de organismos de invierno. E: epitelio tiroideo; N:
nucleo celular; C: coloide tiroideo. 500x Técnica PAS.
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En el caso de la actividad tiroidea, el mayor indice de actividad se encontré en la
primavera (1.72) y la menor actividad en el invierno (0.43), lo cual se ve
corroborado por la altura del epitelio folicular, donde se encuentra para la
primavera una altura de 13.52+2.85 nm y en invierno una altura de 6.36+2.3 pm.

( 27.47. 6.22, p<0.001) (fig 9).
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Fig. 9. Altura del epitelio folicular de la gléandula tiroides. Valores dados en promedio + el
error estandar; *: diferencias estadisticas (27.47, 6.22, p<0.001).

IV.3.4 Testiculo

El testiculo es una estructura pareada de forma alargada y ovoide. Los tubulos
seminiferos tienen un arreglo en quistes, los cuales presentaron células

germinales en el mismo estadio de desarrollo. Se pudieron diferenciar

P goni P itos primarios, P itos darios,

eosp atid y id Sin embargo el patréon de maduracion de
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estas celulas de acuerdo al avance de la espermatogénesis no es Unicamente en
sentido cefalocaudal, sino que ademas se presento un patron también en sentido

lateromedial (Fig. M).

Region cefalica

Regidon caudal

Regidn lateral Region medial

Fig. M Testiculo de adultos neoténicos de A. ligrinum que muestra espermatogénesis en
sentido lateromedial. es2: Espermatocitos secundarios; ep: Espermatidas; ez:
Espermatozoides. 78.75 x Técnica de PAS.

Primavera

En esta estacién se observé que una minima parte del testiculo estuvo
conformado por espermatocitos primarios (4.13%) dispuestos lateralmente al
testiculo, de forma esférica con cromatina granulosa, la mayor proporcién de los
quistes en sentido lateromedial estuvieron ocupados por espermatozoides

(64.01%), asimismo se¢ encontraron abundantes espermatozoides en los
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conductos  eferentes y no hubo espermmatocitos secundarios ni espermatidas
abundantes .

Los resultados morfomeétricos se muestran en la tabla 1 y fig 10, y se refieren al

CESAT T
. 9 Regidn cefalica
<5

porcentaje de ios estadios celulares en el testiculo (Fig. N).

IRIA e

Regién caudal

Region lateral Regién medial

Fig. N Testiculo de primavera, donde se observan es: espermatocitos secundarios; ep:
espermatidas; ez: espermatozoides. 200x. Técnica de H-E.

Verano

En esta estacion se encontraron las mayores variaciones, los estadios de
desarrollo del ciclo espermatogénico fueron los espermatocitos primarios
(43.76%), seguido los espermatocitos secundarios (34.02%). Sin embargo se
encontraron espermatozoides (29.13%), y el estadio que presentd un menor
porcentaje fueron las espermatidas (1.14%), células con nucleo esférico y

conforme avanza la espermiogénesis las células se van alargando cada vez mas.
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Los resuitados morfométricos indicados en los paréntesis se observan en la tabla

3y fig 10 (Fig. O).

Fig. O Testiculo de verano, donde se observan ez: espermatozoides. 200x. Técnica de H-

Otono
La mitad medial del testiculo en sentido longitudinal presentd espermatozoides
(56.21%). la mitad lateral estuvo compuesta por espermatocitos primarios

(20.77%). En menor abundancia las espermatogonias (2.56%) (Fig. P).
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Regién cefalica

Regién caudal

Regidén lateral Regién medial

Fig. P Testiculo de otofio, es.espermatocitos; ep: espermatidas; ez:Espermatozoides.
200x. Técnica H-E.

Invierno

En el 77.18% del testiculo se encontraron espermatozoides, y sulo la region lateral
en sentido longitudinal presenté espermatocitos primarios (8.55%). Los conductos
eferentes no tuvieron espermatozoides en su luz.

Al analizar el ciclo espermatico, estadisticamente hubo diferencias significativas
(p< 0.05) entre la época y el estadio, no asi en su interaccion (p> 0.05). Para la
época la estacion de verano es diferente de las demas, y en cuanto a los estadios,

los espermatozoides fueron diferentes del resto de los estadios, y entre éstos no

hubo diferencia ( Tabla 3: fig 10 y 11) (Fig. Q).

at TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Resultados

Regidn lateral

Regidn cefalica

Regidn caudal

iyt

Region medial

Fig Q. Testiculo de invierno, ep1: espermatocitos primarios; ez: espermatozoides. 5x

Técnica H-E.

[EPOCA/EST. | GONIAS ESP 1 ESP 2 ESPERM EZ
PRIMAVERA | 6.65+2.95 4.13+1.44 9.241.38 16.05+1.8 |64.01+2.8
VERANO 2.15+1.65 40.76x22.08 [30.02+24.42 [1.14+0.92 |26.13%1.25
OTONO 2.56+0.92 20.77+0.23 10.57+3.46 9.83+1.96 |56.21+4.48
INVIERNO 11.59+1.21 [8.5432.30 1.2+0.57 1.37+0.51 |77.18+3.57

Tabla 3 Porcentaje del area de los estadios de la espermatogénesis de Ambystoma
tigrinum. Los datos muestran los promedios * el error estandar. Notacion: GONIAS,
espermatogonias; ESP1, espermatocitos primarios: ESP2, espermatocitos secundarios;

ESPERM, espermatidas y EZ, espermatozoides.
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% del area testicular
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Fig. 12. Porcentaje del drea de los espermatozoides. Valores dados como el promedio +
error estandar. *: diferencias estadisticas (p<0.05).
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Fig. 11. Porcentaje del area de los espermatozoides. Valores dados como el promedio +
error estandar. *: diferencias estadisticas (p<0.05).

IV.3.5 Correlacién de las glindulas respecto a las i del afto

Al hacer las pruebas de correlacion promedio de cada par de glandulas por época
del afo, podemos notar que la mayor correlacion estadisticamente significativa, se
da entre el testiculo (porcentaje del area de los espermatozoides, (% de ez) y la
hipofisis (area de los gonadoétropos) en las estaciones de verano, otofio e invierno
(0.58, 0.44 y 0.74 respectivamente). El testiculo (% de ez) y la pineal (niUmero de
células endocrinas) estan correlacionadas en la estacion de verano (0.67), y la
pineal (numero de células endocrinas) con la tiroides (altura del epitelio folicular)
en primavera y verano (0.73 y 0.95 respectivamente). Los resultados se presentan

enlatabladyfig 11.
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FﬁT—EET:’AO%‘:A'ONI PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO
TEST-AIPO 0.264 0.583 - 0.44* 0.734 =
TEST-PIN 0.19 0.67* 0.075 0.025
TEST-TIR 0.3 0.01 0.093 0.093
HIPO-TIR 0.44 0.095 0.097 0.092
HIPO-PIN 0.19 0.39 0.46 0.17

T EINTIR 0.73* 0.95* 0.094 0.079

Tabla 4. indices de coeficientes de correlacién de las glandulas respecto a las diferentes
€épocas del afio. *representa diferencias estadisticamente significativas (p<0.05, 3.03, 27,
0.05).

Notacion; TEST, iculo; HIPO, hipdfisis; PIN, pineal y TIR, tiroides.

Cuando se hizo el promedio anual de los parametros cuantficados en cada
glandula, se mostraron diferencias estadisticamente significativas en la interaccion
testiculo-hipdfisis e hipofisis-pineal. Fig 13.

oo
@ ©

Coef. de cor.
*

TEST-TIR TEST- TEST-PIN HIPO-TIR PIN-TIR HIPO-PIN
HIPO

Interacciéon

Fig. 13. Coeficiente de correlacion del promedio anual. * diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05, 3.03, 27, 0.05).

Notacién: TEST-TIR, testiculo-tiroides; TEST-HIPO, testiculo-hiptfisis; TEST-PIN,
testiculo-pineal; HIPO-TIR, hipdfisis-tiroides: PIN-TIR, pineal-tiroides; HIPO-PIN, hipdfisis-
pineal.
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Las ceélulas gonadétropas de la hipdfisis presentan en promedio anual un
coeficiente de correlacion de 0.63 con el testiculo; de 0.23 con la tiroides y de un

0.48 con la pineal, los coeficientes de correlacion se muestran en la tabla 5.

% de TESTICULO TIROIDES HIPOFISIS PINEAL
correlacién

TESTICULO 1.0 0.09 0.63 0.04
TIROIDES 1.0 0.23 0.07
HIPOFISIS 1.0 0.48
PINEAL 1.0

Tabla § Coeficientes de correlacion entre las glandulas.
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V. DISCUSION

La reproduccién sexual es uno de las funciones mas conservadas y constantes en
la escala filogenética; al mismo tiempo puede variar dadas condiciones especificas
(Hiriart, 1998). La actividad reproductora es reflejo de una amplia variedad de
mecanismos fisiolégicos que han evolucionado para maximizar la contribucion
genética de los individuos a la siguiente generacion, es decir, para dejar
representado el genotipo de cualquier especie a través del tiempo, y estos
mecanismos son influenciados por presiones ambientales. A estos mecanismos
tienen que asociarse los costos energéticos, que incluyen demandas y riesgos de
mortalidad por depredacion durante el cortejo o el apareamiento, complicaciones
del desarrollo de los huevos y la eclosion de los mismos, y el agotamiento de
recursos alimentarios (Whitter y Crews, 1987), también el gasto energético en la
produccion de células sexuales (Randall, Burggren y French, 1997). Por lo que los
patrones de reproduccion maximizan los beneficios de la reproduccion,
minimizando los costos energéticos (Whitter y Crews, 1987). En el caso particular
de Ambystoma tigrinum es probable que los gastos energéticos que implicaria 1a
metamorfosis (al ser neotenicos facultativos) pueden ser canalizados a la
reproduccién, De hecho, sélo experimenta metamorfosis al haber una presion
ambiental severa, como la desecacion de la laguna o el hacinamiento (Marshall y
Huges, 1980). Consideramos que si las presiones ambientales no son tan severas,
Ambystoma tigrinum tiene un aita probabilidad de reproducirse con éxito, gracias
a que existen organismos neoténicos con capacidad reproductora a lo largo del

afo.
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V.1 Condici bi
Aun cuando se hace la descripcion de una especie en un rango geografico
determinado, y se describen sus caracteristicas biolégicas de manera general, las
respuestas reproductoras, entre otras, estan influenciadas ademas por variaciones
locales en la temperatura, la latitud, la altitud y las variaciones climaticas propias
de la localidad. Esto hace que dentro de una misma especie haya diferencias
biologicas particutares (Whittier y Crews, 1987; Stebbins y Cohen, 1995), como es
el caso de Ambystoma tigrinum de (a localidad de EI Carmen Tequexquitia, Tiax.
que responde de manera particular a estas condiciones.

Al observar el patron de temperaturas y precipitacion de esta localidad podemos
darnos cuenta que cuando se realizaron las colectas (1992-1993) hubo una
variacion de estos parametros, pero haciendo una retrospeccion de lo que ha
pasardo en la laguna durante los ultimos nueve afos (hasta 1994), podemos
distinguir un patréon, donde existe una época de lluvias (mayo-septiembre) y de
mayores temperaturas (abril-septiembre), esto permite considerar que el
desempefio del organismo se ve reflejado por la historia ambiental de la laguna,
pero es claro que los individuos pueden responder a cambios subitos en las
condiciones ambientales, (por ejemplo la desecacion) (Marshall y Huges, 1980),
que es un fendmeno que se presenta frecuentemente en este cuerpo de agua en

algunas temporadas.
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V.2 Actividad Gonadal

En especies del género Ambystormna dumerilii, investigadores como Uribe y cols.,
(1994) han descrito una regionalizacion cefalo-caudal en la espermatogénesis,
que va de ceélulas menos desarrolladas (espermatogonias y espermatocitos
primarios) en la region cefalica de la gonada, a ceélulas completamente
desarrolladas (espermatozoides), en las regiones mas caudales de la misma. Sin
embargo, para A. tigrinum se observd una variante a este patron, al encontrar
ademas una regionalizacion en sentido lateromedial, acentuada en las estaciones
de otofio e invierno: en otofio, ia génada presenté diferentes tipos celulares en
posicion lateral (espermatocitos primarios, secundarios y espermatidas), y
espermatozoides en diferentes grados de maduracién en posicion medial a todo o
largo del testiculo. En invierno se presenté una organizacion de los espermatocitos
como una pequefia banda en posicion lateral y en el resto del testiculo se
encontraron espermatozoides en todos los quistes. Es posible que la onda
espermatogénica en algunos Ambystomidos sea helicoidal, mas que cefalo-
caudal, lo cual explicaria el patron encontrado en Ambystoma tigrinum y los
observados en poblaciones de Ambystoma dumerilii y en A. jeffersonianum de la
localidad del Lago de Patzcuaro, Mich. (Huacuz, com. pers.), io que es un indicio
de que en |as poblaciones de la parte central de México, y en aititudes mayores a
los 2000 msnm, presentan particularidades muy marcadas, que no han sido
descritas para otras especies del mismo género.

En la localidad de estudio se describid el invierno como la época en la que se
encontraron puestas de huevecillos y organismos recién eclosionados

coincidiendo con Miller (1994) y Montano (1995) y en las imagenes histolégicas
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del testiculo se observa la presencia de cerca del 80% de espermatozoides en la
génada, mientras que los conductos eferentes se encontraron vacios y en otros
casos llenos con espermatozoides, lo que posiblemente sugiere que las células
sexuales maduras fueron liberadas para fecundar a los ovocitos, o estan préximos
a ser expulsados. No obstante, de que el indice gonadosomatico present® un
mayor valor en la estacion de otofio, y su menor valor en el invierno, io que
permite pensar que el mayor grado de actividad testicular se da en otofio, aunque
también se observa un pico del IGS en primavera, lo que nos sugiere dos
posibilidades: por un lado que existen dos picos de actividad reproductora, en los
que la espermatogénesis pueda ser sincrénica o asincrénica, o bien que la
actividad reproductora fuese constante. Sin embargo, !a estacion de verano
presenta una particularidad, si bien es cierto que hay individuos con testiculos en
plena actividad reproductora, en promedio, fue en esta estacion en la que se
encontré el porcentaje menor de espermatozoides (29.13%), y el linaje mas
abundante en promedio fue de espermatocitos primarios (43.76%), o qQue
posiblemente este indicando que se esta reactivando la espermatogénesis.

La estructura gonadal encontrada en Ambystoma tigrinum de este estudio coincide
con lo registrado por Norris y cols. (1885) para A. tignnum de una localidad de
Colorado a 1700 msnm, en la que encontraron espermatozoides en practicamente
todas las estaciones del afo. Miltner y Armstrong (1983) encuentran algo similar
en A. mexicanum, describiendo que a partir del verano comienza la maduracién de
espermatozoides, los cuales se retienen por cerca de seis meses para la época de
reproduccion. Uribe y cols. (1991) afirman para A. dumernlii de la region de

Patzcuaro, Michoacan, que en primavera comienza |a espermatogénesis,
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encontrando espermatocitos primarios y secundarios; en verano, comienza la

espermiogénesis y para otofio ya encuentran espermatozoides que duran hasta el

invierno, resuitados que contrastan con lo encontrado en el presente trabajo.

E} analisis histolégico y morfométrico del testiculo nos permiten sugerir que en la

poblacidon de Ambystoma tignnum de la Laguna de Totoicingo, Tlax. no se

presenta un ciclo espermatogénico tipico, ya que algunos individuos en todas las
estaciones no parecen seguir un patron ciclico estacional. En la estaciéon de
primavera y en otofic se puede observar la mayor actividad espermatogénica, en
las cuales se encuentran las mayores proporciones de espermmatozoides (de mas
del 60% y cerca del 80% respectivamente), lo que concuerda con el IGS y una
menor proporcion de espermatocitos secundarios y espermatidas. La regresion y
la quiescencia si existen, no fue posible identificar, probablemente porque los
muestreos fueron a la mitad de cada estacion del afio. Se sugiere hacer
muestreos mensuales para comprobar si durante el verano se reactiva la
espermatogénesis, y determinar si la presencia de espermatozoides es el
resultado de un reposo o un almacenamiento. En la estacién de otono se
presentan los signos de una mayor actividad testicular. Sin embargo, a nivel
poblacional, puede hablarse de una continuidad reproductora a lo largo del afio.

Esto ultimo puede sugerirse,

1) Al encontrar que en algunos organismos todos los estadios de la linea
espermatica estan presentes a lo largo del ano, sugiere que hay individuos
reproductores durante todo el afio.

2) Al observar que dentro de una misma estacion hay organismos que presentan

una gran variabilidad en cuanto a los porcentajes de los estadios
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espermatogénicos, la variabilidad para los espermatozoides es de O al 87%, o
para los espermatocitos primarios del 0.91 at 93.79%, espermatogonias, del 0.7
al 6.2%. Armstrong (1989), observd estas mismas variaciones en Ambystoma
mexicanum del lago de Xochimilco, D.F. En individuos de la misma estacion y
del mismo estadio de desarrollo, encontré una variacion de espermmatocitos
primarios del 3 al 75% y en espermatozoides del 0 al 100%, lo cual pareciera
ser una inconsistencia al patron estacional general, no obstante, Armstrong
considera que esta respuesta esta dada por el propio reloj bioloégico de cada
organismo, lo que podria explicar esta gran variacion de los estadios de la
espermatogénesis.
El trabajar con poblaciones silvestres enriquece un trabajo ya que puede verse la
influencia del ambiente en estas poblaciones. Entre las condiciones ambientales,
las mas importantes, mencionadas anteriormente y considerados en este trabajo
son, la temperatura y la precipitacion (Milther y Armstrong, 1983). Brandon (1970)
sugiere que la temperatura y la época de lluvias son los eventos que sincronizan la
maduracion de gametos y la puesta de huevos en A. dumerilii en el Lago de
Patzcuaro, Michoacan, nosotros consideramos que en A. tigrinum debe tomarse
en cuenta ademas, de manera muy especial el fotoperiodo, ya que se puede
observar una variacion estacional del ciclo luz:oscuridad, con dias largos en
primavera-verano y dias cortos en otofio-invierno, y esto se ve reflejado en las
grandes variaciones morfolégicas observadas en la glandula pineal de esta
especie.
El IHS, muestra un mayor valor en primavera y uno menor en invierno, lo que

sugiere que los recursos energéticos que se almacenan durante la época célida
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del afo se estan utilizando por lo cual el valor minimo se alcanza en el invierno.
No obstante que la informacion proporcionada por este indice es mas significativa
o importante para las hembras que para los machos.

V.3 Histologia y morfometria

De acuerdo al analisis histolégico de las glandulas Hipofisis, Tiroides y Pineal
puede establecerse que {a primavera y el otofioc son dos épocas que presentan
similitudes en términos de funcionalidad o actividad, de acuerdo a las imagenes
que presenta el testiculo, la hipdfisis y el indice gonadosomatico, que
corresponden a una mayor actividad, esto nos hace pensar en dos picos de
maxima actividad, o bien que existe una continuidad en la actividad gonadal, ya
que la poblacion de gonadétropos se mantiene constante en las cuatro estaciones
del afto.

Por su parte la pineal muestra al parecer una gran plasticidad en cuanto 2 su
respuesta morfofisiolégica, si bien la funcién atribuida a la pineal es ia de sintetizar
melatonina, y ésta presenta una accion antigonadica (Gern, y cols. 1987), la
morfologia observada no seria congruente con lo que esta ocurriendo en esta
especie, ya que se han encontrado espermatozoides en todo el ano, signo de una
actividad constante, lo que indicaria, siguiendo esta linea de pensamiento, que la
glandula pineal estaria siempre poco desarrollada o involucionada, pero de
acuerdo a las imagenes histologicas, se observa una gran cantidad de células
endocrinas, es decir, una actividad importante durante la primavera y el verano,
sobre todo en aquellos organismos con clara actividad espermatogénica y en
otofio e invierno se vuelve menos activa, con una tendencia hacia la involucion.

Sin embargo autores como Chanda y cols. (1983) reportan que al inyectar 40uml
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de melatonina durante un fotoperiodo de 10.5:13.5 L/O durante la hibernacién y a
una T°C de 19°C en Bufo melanostictus se incrementaba el namero de células
espermaticas. Por lo que puede observarse también una actividad progonadica de
la melatonina, en ciertas circunstancias, como parece ocurrir también en
Ambystoma tigrinum en la época primavera-verano sobre los adultos
reproductores.

Podemos observar una congruencia entre los resultados histolégicos y
morfométricos de la glandula hipéfisis, ya que se observa que en otofio hay un
cambio de forma y aumento en el tamano de los gonaddtropos, signo de mayor
actividad celular donde tas hormonas secretadas estimulan en los testiculos de
anfibios la espermatogénesis, es en esta estacion donde se observo la mayor
actividad testicular y también donde el IGS es estadisticamente mayor. La
secrecion de gonadotropinas responden también eventos de retroalimentacion
tanto positivos como negativos entre los distintos factores internos y externos
(Fox, 1983; Moore y Miller, 1984).

La histologia de la tiroides muestra claros signos de actividad durante la
primavera, y ésta decrece al alcanzar el invierno; donde presenta una imagen
histolégica de "reposo”, ya que su actividad es opuesta a la reproduccion
(Dueliman y Trueb, 1986); se ha encontrado que en A. tigrinum niveles minimos
de tiroxina esta relacionado con un maximo en el indice gonadosomatico
(Leatheriand, 1987).

En otofio-invierno, la glandula pineal muestra claros signos de involucidn
funcional, lo que concuerda con la mayor actividad testicular y gonadotropica dada

su fucidbn antigonadica. En primavera y verano, la pineal, se encuentra muy
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desarrollada, lo que deberia interpretarse como una franca actividad antigonadica,
sin embargo, al observar espermatozoides en todo el afio, podemos sugerir que la
pineal pudiera tener también una actividad progonadica (Gern, y cols., 1987) en
algunos individuos que se reproducen fuera de la época destinada a ello. Estos
resultados indican que la morfofisiologia de la pineal es mas plastica de lo que se
ha postulado. Se ha reportado que la melatonina exhibe una actividad inhibitoria o
excitatoria en el sistema reproductor de los anfibios (Filadelfi y Castrucci, 1996).
V.4 Eje endocrino

Dados los resuitados encontrados, podemos proponer que la integracién del eje
endocrino gonadal pudiera ser de la siguiente manera: las condiciones
ambientales (precipitacion, temperatura ambiental y fotoperido) estan influyendo
activamente en el estado endocrino de Ambystoma tigrinum, y marcan dos épocas
en el afo, una época (mayo - septiembre) de mayor temperatura (T°C),
precipitacion (pp) y fotoperiodo; y una época (octubre - abril) de menor T°C, pp y
fotoperiodo. En la época calida del afo se estan almacenando recursos
energéticos para la ganancia de biomasa (et IHS muestra en estas épocas valores
del 8.9+1.7 y 6.310.2) lo que indica que se estan acumulando reservas en el
higado.

En esta época, las interacciones qQue se incrementan son entre: pineal-tiroides,
testiculo-pineal y testiculo-hipdéfisis; en menor medida entre la hipo6fisis-pineal; las

interacciones que disminuyen son: hipdfisis-tiroides y testiculo-tiroides.
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En ia época fria del ano aumenta la interaccion testiculo-hipéfisis y disminuyen las
demas: la pineal y la tiroides experimentaron un decremento gradual de los
parametros morfolégicos indicativos de actividad funcional.

Como puede observarse la unica interaccion que permanece durante ia mayor
parte del afio es la de la hip&fisis y el testiculo; por otro lado puede observarse que
es en la época calida del afio donde se dan las mayores interacciones y
disminuyen durante la época fria (fig 11).

El IGS presenta un mayor valor en el otofio, y en esta misma estacion se observé
la mayor area de las células gonadoétropas; y las glandulas pineal y tiroides
presentaron una disminuciéon gradual de los parametros morfolégicos indicativos
de actividad.

En la fig. 13 se presenta una propuesta esquematica del funcionamiento endocrino

de Ambystoma tigrinum.
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COEFICIENTE DE EORRELACION

0.4

0.2 «

_________ -

o]
PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO
[+ TEST-HIPO @ TEST-PIN__— TEST-TIR _ a»HIPO-TIR _ ~~HIPO-PIN__v PIN-TIR |
1 2 3 4 S5 8

Fig. 11. Interaccién entre las diferentes glandulas en las diferentes estaciones del afio.
Notacion: TEST-HIPO, interaccién testiculo-hipodfisis; TEST-PIN, testiculo-pineal;
TEST-TIR, testiculo-tiroides; HIPO-TIR, hipdfisis-tiroides; HIPO-PIN, hipdfisis-pineal;
PIN-TIR, pineal-tiroides. *: diferencias estadisticarmente significativas (p<0.05).
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EP OC A C ALIDA E P O C A F R I A
OTONO

Menor Temperatura ]

FACTORES AMBIENTALES |Menor precipitacién
Menor cantidad de I:EJ

Mayor temperatura
Mayor precipitacion

M!Tg cantidad Tl lu.

CENTRAL

CENTRAL

| SISTEMA NERVIOSO l SISTEMA NERVIOSO

HIPOFISIS

| TIROIDES
TESTICULO l
PRODUCCION -

DE
r—  ESPERMATOZOIDE
‘—_

TESTICULO

Fig. 13. Propuesta de las interacciones entre las glandulas en las épocas calida y fria del afio en Ambystomn
tigrinum. *, correlaciones estadisticamente significativas (p<0.05).
Notacién:

— Mayor interaccion > 50% (p<0.05)

smscenves Menor interaccion < 50%

------ soseee Poca interaccion > 25%

Minima interaccion 0-25%
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V.S Correlaciéon

E! analisis de correlacion, nos permite ver de una manera mas integrada el
funcionamiento del eje endocrino, y sefialar que es en el otofio donde existe el
mayor gasto reproductor, sin embargo la potencialidad repoductora se conserva
durante todo el afio, los coeficientes de correlacién hipdfisis-testiculo son de
0.264, 0.583, 0.44 y 0.73, en primavera, verano, otofio € invierno respectivamente
y el promedio anual es del 63%, lo que indica que no existe una correlacion
significativa, por lo que es posible que la influencia de la hipdfisis sobre ia gonada
tienda a ser constante a lo largo de! afio.

La pineal presenta una correlacion con el testiculo de 0.67 en verano, io que
apoya la sugerencia de una actividad pineal progonadica en la época cdlida del
afo.

Como puede observarse, son escasos los resultados significativos al correlacionar
el testiculo con cada una de las glandulas endocrinas analizadas en cada una de
las estaciones del afio, lo que sugiere que la actividad espermatogénica obedece
mas a un patrén continuo que a uno estacional.

Al correlacionar entre si las otras glandulas, el unico resultado que destaca es el
elevado coeficiente de correlacion entre las glandulas pineal y tiroides en
primavera-verano (0.73 y 0.95 respectivamente), lo cual pudiera estar relacionado
con actividades locomotoras y metabdlicas asociadas con el funcionamiento pineal

y tiroideo (Edwards y Pivorun 1991; Chiba y cols. 1995).
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Vi. CONCLUSIONES

e La Laguna de Totolcingo, Tlax. presenta dos patrones ambientales en cuanto a
precipitacion y temperatura se refiere, primavera - verano y otofio - invierno.

e Los machos neoténicos de Ambystoma tigrinum de la Laguna de Totolcingo,
Tiax. no presentan un ciclo reproductor anual tipico caracteristico del género
Ambystoma.

e La mayor actividad testicular representada por el IGS se presenta en el otofio,
pero la presencia de espermatozoides durante todo el ano, sugiere que la
actividad testicular es constante, con un pico en el otofio.

* El numero de células gonadétropas no varid durante el afio, pero presentaron
mayor actividad también en el otofio.

e La glandula pineal y ia tiroides presentaron su mayor actividad en primavera y la
menor en invierno, con un decremento gradual en su actividad conforme avanzé
el afio.

e El verano es la estacion donde hay menor “actividad” reproductora.
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