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RESUMEN

Las diversas especies de anfibios se encuentran amenazadas y estan
desapareciendo a nivel mundial a causa de la urbanizacion, perturbacion de su
habitat, introduccidn de especies exoticas, contaminacion de los cuerpos de agua,
entre otros, y México no es la excepcion. La zona lacustre del Valle de México
alberga a una de las cinco especies de urodelos neoténicos que hay en el mundo, el
ajolote o axolotl (Ambystoma mexicanum) el cual se encuentra en grave peligro de
extincion y por lo cual es urgente realizar acciones de conservacion que aseguren
su preservacion. Por consiguiente, este estudio se plante6 el objetivo de reproducir
a la especie en condiciones de laboratorio mediante la aplicacion de un protocolo
hormonal a través del uso de la hormona Gonadotropina Coriénica Humana (hCG),
aplicada en dos tratamientos con una réplica cada uno y un grupo control, las dosis
utilizadas fueron de 200 Ul y 400 Ul con un refuerzo del 50% 24 horas después de
la primera administracion. Los resultados obtenidos indican que hubo un efecto
positivo de la inducciébn hormonal sobre la reproduccién de los organismos,
obteniendo puestas de huevecillos 48 horas después de la induccién. El conteo total
del numero de huevos por puesta varid por tratamiento siendo estos de 472 huevos
para el tratamiento de 200 Ul, 338 para el de 400 Ul y para el control 321, el
contraste de los tratamientos sobre una hipétesis de no diferencia en el desove fue
estadisticamente significativa (X?c = 36.28, p < 0.001), indicando que el tratamiento
con 200 Ul obtuvo los mejores resultados, con un 25.2% mas de eficiencia que el
control. Se llevé a cabo una comparacién del desarrollo embrionario de los
tratamientos con hormona, tomando sub-muestras de forma aleatoria de las puestas
a intervalos de tiempos constantes, se tomaron fotografias digitales de los huevos
para describir las diversas etapas del proceso de desarrollo, efectuandose una
comparacién con investigaciones previas. Se obtuvo una aceleracién positiva del
tiempo de desarrollo al incrementar la temperatura del agua a 20 °C, por lo que se
acorto el proceso de desarrollo hasta la liberacion de la cria en un 30% (Qio = 1.71),
siendo este de 344 horas y 288 °C/dia acumulados. Por ultimo, se llevé a cabo una
cuantificacion del contenido de energia del alimento y de las crias. Con estos datos
se calcul6 un nivel de racidon de mantenimiento para éstas, considerando que éste
es del 10% del contenido de energia de la cria, el resultado obtenido fue de 132.5

cal/ejemplar/dia a una temperatura promedio de 15 °C, y al calcular el Q1o (1.71) se



extrapolo la racion para organismos mantenidos a 20 °C, la cual fue de 226.6
cal/ejemplar/dia. Con ésta informacidén se proponen estrategias para el manejo del
ajolote a tomarse en cuenta para su conservacion y posible reintroduccién, ademas
se recomienda realizar mas investigaciones para mejorar las condiciones de cultivo

en cautiverio.

Contribucién No. 200. Laboratorio de Acuacultura y Produccién Acuatica.
Departamento de Biologia Comparada. Facultad de Ciencias, UNAM.




ABSTRACT

Many species of amphibians are endangered and are disappearing worldwide due to
urbanization, disturbance of their habitat, introduction of exotic species,
contamination of water bodies, among others, Mexico is ho exception. The lacustrine
zone of the Valley of Mexico is home to one of the five species of neotenic urodels in
the world, the axolotl (Ambystoma mexicanum), which is in serious danger of
extinction and for which it is urgent to carry out conservation actions that ensure their
preservation. Therefore, this study was raised the application of a hormonal protocol
in order to induce spawning of A. mexicanum under laboratory conditions, using
human chorionic gonadotropin (hCG), applied in two treatments with a replicate each
and a control group, the doses used were 200 IU and 400 IU with a 50% booster 24
hours after the first administration. The obtained results showed that there was a
positive effect of the hormonal induction on the reproduction of the organisms,
obtaining egg laying 48 hours after the induction. The total count of the number of
eggs per lay varied between treatments, being 472 eggs for the treatment with 200
IU hCG, 338 for the 400 IU and 321 for the control, being the best result the one
obtained 200 IU hCG (X% = 36.28, p < 0.001), with a 25.2% higher efficiency than
control. A comparison of the embryonic development in the treatments was carried
out by randomly taking sub-samples at constant time intervals, digital photographs of
eggs were taken to describe the various stages of the development process, doing a
comparison with previous research. A positive acceleration of development was
obtained by increasing temperature to 20 °C, so the period of development, until the
release of the last stage was shortened by 30% (Qio = 1.71), being 344 hours and
288 °C/day accumulated. Finally, a quantification of the energy input by the feed to
the offspring was carried out. With these data, a maintenance ration level was
calculated, considering that this is 10% of the energy content of the breeding, the
result obtained was 132.5 cal/organism/day at an average temperature of 15 °C, and
the ration was extrapolated for organisms maintained at 20 °C, being 226.6
cal/organism/day. With this information, strategies are proposed for the management
of the axolotl to be taken into account for its conservation and possible
reintroduction. Further research is recommended to improve the conditions of culture

in captivity.



1. INTRODUCCION

1.1 Sistemética y morfologia

El ajolote (Ambystoma mexicanum) es un anfibio perteneciente a la familia
Ambystomatidae (Cuadro 1) con apariencia de un renacuajo gigante, su piel es lisa
en casi todo el cuerpo, aunque puede ser ligeramente rugosa y con pequefos poros
gue solo se aprecian de cerca. Su cabeza es robusta, ancha y plana, contrastando
con el resto del cuerpo que es mas alargado y comprimido lateralmente. Sus ojos
son pequefios y sin parpados. El cuerpo tiene 12 pliegues de cada lado. Mide en
promedio 25.7 cm de largo de la cabeza hasta la cola, con un peso que va de 60 a
110 g. Su cabeza es mas ancha que larga y mide de 3.3 a 3.7 cm; con una boca
grande que tiene alrededor de 126 pequefios dientes maxilares y premaxilares y de
18 a 20 dientes vomero-palatinos que estan ubicados dentro de la cavidad de la
boca, su lengua es retractil (CONABIO, 2011).

Cuadro 1. Cuadro taxondmico de Ambystoma mexicanum. (Modificado de Biasutti, 2006).

Taxon Nombre

Reino Animalia Linnaeus, 1758

Phylum Chordata Bateson, 1885

Clase Amphibia Linnaeus, 1758

Subclase Lissamphibia Haeckel, 1886

Orden Urodela Dumeril, 1806

Familia Ambystomatidae Gray, 1850

Género Ambystoma Tschudi, 1838

Nombre cientifico Ambystoma mexicanum, Shaw y Nodder, 1798
Nombre comun Ajolote, Axolote o Axolotl




Las caracteristicas fisicas mas llamativas del ajolote son sus estructuras branquiales
externas (Fig. 1). Tres proyecciones en forma de rama se extienden desde la region
del cuello a cada lado de la cabeza. Cada rama esté cubierta por filamentos con
plumas utilizados para el intercambio de gases. También tienen pulmones y
ocasionalmente nadan a la superficie para tomar aire, pero pasan la mayor parte del
tiempo bajo el agua con las ramas abiertas para aumentar la exposicion de los
filamentos al agua (Gresens, 2004). En las extremidades toracicas tiene cuatro
dedos y cinco en las abdominales. Posee en el lomo una especie de peine (aleta)
gue llega hasta la cola; es de color parduzco oscuro con pequefias manchas

blanquecinas (Ortega, 2000).

Fig. 1. Adulto de Ambystoma mexicanum en el laboratorio de Acuacultura y Produccion
Acudtica. Fotografia de José Torres

1.2 Distribucion y habitat

La familia Ambystomatidae se encuentra conformada por 30 especies y su
distribucién natural se circunscribe Unicamente al continente americano (centro y
norte), desde el sur de Alaska, este de Canada, gran parte de Estados Unidos y
ocho estados de la Republica Mexicana, hasta la meseta central. Hoy en dia
Ambystoma mexicanum se encuentra restringido a la zona lacustre de Xochimilco y
Chalco-Tlahuac en Ciudad de México (Fig. 2; Molina-Vazquez, 2010).

Su habitat es acuético, vive en lagos, pozas y canales. Requiere condiciones
particulares de turbidez, niveles de oxigeno disuelto en el agua, y condiciones



estables de las corrientes. La temperatura ideal del agua es de 16 a 18 ° C y no
debe de exceder los 20 a 22 °C. El clima donde vive varia por su altura y su
geografia, pudiendo ser de templado a frio humedo. En la region de los canales de
Xochimilco, el clima es templado sub-humedo con lluvias en verano (Cw). La altitud
promedio de la region es de 2,250 m s.n.m. y las lluvias son de mayo a octubre, con
una precipitacion anual de 600 mm (CONABIO, 2011).

Sin embargo, fuertes presiones ambientales y factores de estrés bioldgicos, fisicos y
guimicos han alterado cuantitativa y cualitativamente la calidad del agua de su
habitat, lo que ha contribuido a la reduccion y extincion de algunas especies tal
como el ajolote (Zambrano et al., 2007; Contreras et al., 2009). Durante 2002 y 2003
se cubrieron alrededor de 39,173 m? de canales, colectando en total 42 ajolotes, por
lo que se puede considerar que en cinco afios las poblaciones de ajolotes se han

reducido en seis veces (Zambrano et al., 2004).
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Fig. 2. Distribucién conocida de Ambystoma mexicanum (CONABIO, 2010).



1.3 Aspectos reproductivos

En general, la reproduccion de los anfibios depende tanto de factores extrinsecos
como intrinsecos de la especie, dentro de estos, el sistema endocrino desempefia
un papel importante. En los Ambistomatidos la actividad reproductiva es estacional,
por lo tanto, los periodos humedos o secos afectan los patrones conductuales y
reproductivos (Dorantes et al., 2012). En el caso del ajolote, como en todos los
vertebrados, la madurez sexual esta controlado por el eje Hipotalamo-Hipdfisis-

Gonadal (Jorgensen, 1992).

La edad de reproduccion en condiciones oOptimas es a partir del primer afio. Sin
embargo, es comun que se tarden afio y medio en madurar sexualmente. La
cantidad de huevos que puede poner una hembra adulta es de alrededor de 660 por
puesta. En condiciones ideales las hembras en cautiverio son capaces de tener
puestas cada dos meses, sin reducir la cantidad de huevos en las puestas. Sin
embargo, estas cantidades de huevos Unicamente se mantiene durante cinco o seis
afos, y después el numero de huevos decrece y las puestas cuentan con bajos

valores de sobrevivencia (Armstrong et al., 1989).

La diferenciacion sexual en el ajolote para el caso de los machos se evidencia
observando alrededor de la cloaca, un abultamiento que se debe a la presencia de
una glandula agrandada que produce gelatina para empaquetar y proteger su
esperma (Fig. 3). Las hembras poseen esta glandula, pero carecen de este
ensanchamiento (Gresens, 2004).

Fig. 3. Ensanchamiento a nivel de la cloaca en macho de Ambystoma mexicanum.

Fotografia de José Torres



Los adultos se aparean cuando se presenta una hembra con el macho y ocurre la
rutina de cortejo entre ambos, esta tiene lugar al entrar en contacto fisico mientras
realizan una danza de apareamiento, este patron de cortejo no es diferente de los
cortejos mostrados por otros urodelos (Salthe, 1969). Posterior a esto, el macho
deposita su esperma, que se empaqueta en espermatoforos, cuya forma es conica.
La punta del espermatéforo es blanca, y el extremo ancho del cono es claro (Fig. 4).
Estos paquetes son adhesivos y el macho los une a las rocas y las plantas en su
entorno, la hembra recoge los espermatéforos con su cloaca y almacena el esperma

internamente hasta que esta lista para arrojar sus huevos, aproximadamente 24h

después de ser fertilizado el huevo es liberado al medio (Gresens, 2004).
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Fig. 4. Se observa a la izquierda, espermatéforo depositado por hembra de Ambystoma
mexicanum posterior al protocolo de induccion hormonal y adherido a un sustrato artificial y
a la derecha espermatozoides tefiidos con una solucién de lugol y observados al

microscopio optico (100 X). Fotografia de José Torres

1.4 Desarrollo embrionario

Los huevos del ajolote son considerados relativamente grandes en comparacion con
los huevos de otros anfibios comunes de laboratorio, incluidos Xenopus y Rana. La
tasa de desarrollo de los huevos es dependiente de la temperatura y puede ser
relativamente lenta, una situacion que facilita la microinyeccion o manipulaciones
microquirargicas (Malacinski y Chung, 1977). Los huevos requieren alrededor de

dos semanas para eclosionar cuando se mantienen a 20 °C. Su desarrollo se puede
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prolongar un mes o mas si se mantienen refrigerados a aproximadamente 7 °C
(Bordzilovskaya et al., 1979).

Los huevos de ajolote son mas saludables cuando se les permite descansar en una
sola capa. Esto les permite recibir oxigeno adecuado durante esta delicada fase de
vida. Los embriones muertos o defectuosos, los desechos y el exceso de gelatina
son especialmente dafinos para los huevos en el laboratorio, ya que los huevos
supervivientes no tienen corrientes de agua naturales para oxigenarlos (Gresens,
2004). EIl ciclo empieza con el embrién que se desarrolla dentro de un huevo
transparente formado por tres capas, por lo que es posible observar el desarrollo
embrionario. Una vez eclosionado, la cria solo posee cabeza, cuerpo y branquias,
posteriormente se desarrollan los miembros, tanto anteriores como posteriores
(Servin-Zamora, 2011). En el Cuadro 2 se resume los estadios de desarrollo

embrionario de acuerdo con Bordzilovskaya et al. (1979).

Cuadro 2. Estadios del desarrollo embrionario de Ambystoma mexicanum (incubado a 20
°C). Modificado de Bordzilovskaya et al. (1979).

Estadio Tiempo Descripcion
(horas)
1 0 Huevo recién puesto.
2 0.65 2 células.
3 2.4 4 células.
4 4 8 células.
5-6 55 16 células.
6 6.5-7 32 células.
7 8-9 64 células.
8 16 Blastula temprana.
9 21 Blastula tardia.
10 26 Gastrula temprana, primer signo del labio blastoporal dorsal.
11 38 Gastrula media, blastoporo cubre tres cuadrantes. Labios

laterales formados, labio lateral marcado por pigmentacion y

el tapon de la yema alcanza su méaximo diametro.




Cuadro 2. Continuacion.

Estadio Tiempo

(horas)

Descripcion

12
14

15-16

17

18

19

20

47
58

59-63

64

66

69

70

Gastrula final, blastoporo tiene una forma ovalada o circular.
Neurula temprana, la placa neural es amplia. Los pliegues
neurales se delinean y comienzan a elevarse por encima de la
superficie de la cabeza. El embrion es ligeramente alargado.
Neurula media temprana. La placa neural tiene forma de
escudo y se hunde; los pliegues neurales se elevan y se unen
a todas las regiones de la placa neural.

Neurula tardia |. Los pliegues neurales son mas altos;
especialmente en la region de la cabeza. El estrechamiento y
la profundizacion de la placa neural se producen tanto en la
cabeza como en las regiones espinales. El surco que limita el
arco mandibular es levemente delineado. La segmentacion
del material mesodérmico comienza. Hay dos pares de
somitas.

Neurula tardia Il. La placa neural esta profundamente
hundida. Los pliegues neurales se estan cerrando y son
especialmente altos en la regiéon de la cabeza donde se
delinean tres bultos leves correspondientes a las vesiculas del
cerebro anterior, medio y posterior. Los pliegues neuronales
de la region espinal estan casi en contacto.

Neurula tardia Ill. Los pliegues neurales estan en contacto en
todo momento, pero aun no estan fusionados. La curvatura
del cerebro es bastante distinta en el perfil; las vesiculas del
cerebro anterior, medio y posterior son también distintas. La
hinchazén de las vesiculas Opticas esta delineada. Hay tres
pares de somitas.

Neurula tardia IV. Los pliegues neurales se fusionan en la
region espinal; en la region del cerebro, solo estan en
contacto. Las vesiculas épticas estan destinadas a ser mas
grandes. Los surcos en ectodermo aparecen en el nivel del
rombencéfalo. Una hinchazén muy leve marca la futura region

branquial.




Cuadro 2. Continuacion.

Estadio Tiempo (Horas) Descripcion

22-23 73-74 Los pliegues neurales estan completamente fusionados. La
region branquial y los pronefros son distintos. Hay de cinco a
seis pares de somitas presentes. El primordio de la oreja se
describe como una depresién superficial en el ectodermo en
la region sobre el futuro arco hioideo. El surco branquial
aparece, delineando el limite entre el arco hioideo y el primer
arco branquial.

24 80 El orificio auditivo estd delineado y se vuelve mas distintivo.
El surco branquial se alarga ventralmente. Ocho o nueve
pares de somitas son visibles.

29 La region branquial esta claramente delineada. El primordio
del 6rgano olfativo aparece como un tubérculo en la parte
anterior de la cabeza. Hasta 16 pares de somitas estan
presentes.

30-31 110 El cuerpo del embrién continla enderezando. La aleta dorsal
comienza a observarse. Aparece un surco en la region del
primordio de los ojos). El tercer surco branquial se hace
evidente en la parte dorsal de la regién branquial.

32-34 115 La aleta dorsal se desarrolla.

35 122 A partir de esta etapa, el eje del cuerpo desde el
rombencéfalo hasta la base de la cola es bastante recto.
Tres branquias externas muestran nédulos en la superficie
de la hinchazon branquial Aparecen los primeros
cromatoéforos; la pulsacion del coraz6n comienza.

36-37 177 Las branquias se alargan y se empujan .Todavia no se ven
brotes de extremidades

38 Los brotes de los filamentos aparecen como dos nédulos en
cada branquia. El primordio del opérculo es visible como un
pliegue. Los brotes de las extremidades estan ligeramente

delineados.




Cuadro 2. Continuacion.

Estadio Tiempo

Descripcion

(horas)
39 220
40 240
41 265
42 296

43

Las primeras branquias tienen dos pares de brotes de
filamentos; el segundo y el tercero tienen tres pares cada uno.
Las branquias cubren los brotes de las extremidades. Ambos
rudimentos del opérculo se acercan a la linea media. El
angulo de la boca comienza a mostrarse.

Las branquias son mas largas y la cantidad de filamentos
aumenta (cuatro pares en las primeras branquias, seis o0 siete
pares en la segunda o tercera). Los rudimentos del opérculo
se unen en la linea media. Los angulos de la boca estan
marcados mas claramente y los brotes de las extremidades
sobresalen ligeramente.

Las branquias continban alargandose, la cantidad de
filamentos aumenta y se hacen mas largos. La boca esta
claramente delineada. La segunda linea lateral corre a lo
largo. La eclosién comienza.

Las branquias se extienden mucho mas alla de los brotes de
las extremidades anteriores. La boca esta completamente
delineada.

Con movimientos convulsivos, la larva se libera de la capa de
gelatina. La boca ya esta abierta o se abrira dentro de las
proximas 24 a 72 h.

1.5 El eje hipotdlamo-hipofisis-gonadal y las hormonas relacionadas con la

reproduccion

Se denomina eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal (HHG) a la interaccion entre un

componente del sistema nervioso central (hipotalamo) y el sistema endocrino

relacionado con la reproduccion, integrado por una glandula principal (hipdfisis) y

glandulas periféricas (ovario o testiculo). El sistema nervioso central capta sefales

provenientes de los medios interno y externo, éstas son integradas en el hipotalamo

cuyas neuronas neurosecretoras liberan factores liberadores o inhibidores que

regulan la funcién hipofisaria (Volonteri, 2014).



Las hormonas hipofisarias involucradas directamente en el eje HHG son las
gonadotropinas LH y FSH que, estimuladas por la hormona liberadora de
gonadotropinas hipotalamica (GnRH), son transportadas por circulacion sistémica
hasta alcanzar su 6rgano blanco, las gdénadas. Alli regulan el funcionamiento
gonadal y entre sus funciones se pueden sefalar que: estimulan el crecimiento y
desarrollo, la sintesis de hormonas sexuales (andrégenos, estrogenos,
progestagenos), la sintesis y secrecion de inhibina y activina, y la produccion de
gametas. Finalmente, las hormonas producidas por las gonadas y liberadas a
circulacion regulan su propia estimulacion a través de mecanismos de
retroalimentacion negativa ejercidos sobre la hipdfisis, el hipotdlamo y también
sobre areas extra hipotalamicas (Volonteri, 2014).

La hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH) induce la
ovulacion en la hembra, y en el macho el desarrollo del tejido intersticial de los
testiculos y de glandulas anexas. La hormona estimulante del foliculo (FSH)
promueve foliculos maduros, que producen progesterona, la cual madura los
ovocitos, seguido del desove. El desarrollo de los foliculos se produce en fases:
existe la fase de crecimiento primaria de los ovocitos; después con un adecuado
estimulo ambiental se produce, la segunda fase de crecimiento en la cual los
ovarios secretan estradiol que inhibe el desove, hasta llegar a la maduracion final de
los ovocitos que produce una disminucion de estradiol y el aumento de testosterona
en el macho y progesterona en la hembra, produciendo asi la espermiacion y la

ovulacion respectivamente (Browne et al., 2006).

Las hormonas FSH y LH se denominan gonadotropinas hipofisarias y junto con la
hormona estimuladora de la tiroides (TSH) pertenecen a la familia de las hormonas
glicoproteicas. A este grupo pertenece también la hormona placentaria,
gonadotropina corionica humana (hCG). Los miembros de esta familia son
hormonas compuestas por dos subunidades, a y B N-glicosiladas, codificadas por
genes distintos. La subunidad a es comun a todos los integrantes de la familia
mientras que la subunidad B es distinta para cada hormona y es la que le confiere
especificidad a la actividad biolégica (Pierce y Parsons, 1981). En cuanto a su

funcion, al igual que en mamiferos las gonadotrofinas de los anfibios regulan el
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funcionamiento de las génadas y el comportamiento reproductivo (Volonteri, 2014).

1.6 Hormona Gonadotropina Coriénica Humana (hCG)

Es una hormona glicoproteica producida durante el embarazo por el embrion
humano en desarrollo después de la concepcion y posteriormente por el
sincitiotrofoblasto (parte de la placenta). Contiene aproximadamente 30% de
carbohidratos; formada por dos cadenas alfa y beta con un peso molecular de
36,700 daltons, su punto isoeléctrico es de 4.5, la subunidad o cadena alfa (14,500
daltons y 92 aminoéacidos) es igual a la de otras hormonas del mismo género de
origen glicoproteico como son la LH, FSH y TSH, por lo contrario su subunidad o
cadena beta (22,200 daltons y 145 aminoacidos) es especifica de esta hormona ya
gue contiene 30 aminoacidos adicionales en la secuencia de su carbono terminal,

ricos en prolina (Plumb, 2006).

De acuerdo a informacion previa, existe una dosis general para anfibios de 50 - 300
Ul para liberacion de esperma y de 250 a 400 Ul para induccion de la ovulacién para
organismos en cautiverio, (Crawshaw, 1993). Se puede aplicar por varias vias
como: subcutanea en el saco linfatico dorsal, por via intramuscular en los miembros

posteriores y por via intracelémica (cavidad celémica) (Browne, 2007).

La comercializaciéon en México de la Hormona Gonadotropina Coriénica Humana es
comun para multiples fines, y se puede obtener bajo el nombre de Choragon® en
presentacion de una ampolleta con liofilizado que contiene 5000 Ul de hCG, y un

diluyente que contiene 1 ml de solucion tampon estéril.
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2. Antecedentes

A nivel global, la Unién Internacional Para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN)
ubica esta especie en la categoria de “peligro critico (CR)” (IUCN, 2010). La
Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna 'y
Flora Silvestres (CITES) tiene incluido al ajolote dentro del “Apéndice II”, donde las
especies dentro de este apartado, no se encuentran necesariamente en peligro de
extincion y su comercio se encuentra estrictamente regulado y para lo cual se
requieren permisos para el intercambio internacional (CITES, 2013). En nuestro pais
la NOM-059 - SEMARNAT- 2010 la incluye como una “especie en peligro de
extincion (P; SEMARNAT, 2010).

El Plan de Accién para la Conservacion de Anfibios, publicado por la UICN,
recomienda combinar investigacion basica, para conocer aspectos de biologia de la
reproduccion y aplicaciones como la induccién hormonal para propagar especies
tanto para fines de investigacion como para su posible reintroduccion en su habitat

natural (Gascon et al., 2007).

En la literatura se han descrito varios procedimientos para inducir el desove fuera de
temporada siendo estos: estimulacion de los animales maduros por un choque a
temperatura fria para liberar espermato6foros por el macho, seguido de inseminacion
de la hembra (Sloof y Baerselman, 1980); inyecciéon de la hembra por via
intraperitoneal con LH y posteriormente su exposicibn con un macho a una
temperatura ligeramente fria; inyeccion de la hembra con FSH (Newrock y Brothers,
1973); y el método en los que espermatéforos y huevos se obtienen por
estimulacién hormonal para ambos sexos, seguido de fertilizacion artificial (Trottier y
Armstrong, 1975).

Por ultimo, respecto a la calidad del agua, Servin-Zamora (2011) realiz6 una
compilacién de la literatura referente a los parametros fisico-quimicos reportados
para A. mexicanum en edad juvenil y reproductiva en cautiverio que a continuacion

se presentan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Pardmetros fisico-quimicos del

medio recomendados para Ambystoma

mexicanum. Modificado de: Servin-Zamora, (2011).

Pardmetro Valor ideal

pH 6.5-8.5

Cloro 0 mgl/l

Dureza general (GH) 107.4 — 286.4 mg/l
Dureza carbono (KH) 53.7 -179 mg/l
Amoniaco 0 mg/l

Densidad 1.000
Concentracion CO; <5 mgll

O, disuelto >6.6 mg/|
Temperatura 15-18°C
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3. Justificacion

Los anfibios se encuentran en peligro de extincion a nivel mundial. De las especies
gue estdn amenazadas, varias no se pueden proteger en su medio natural, por lo
que es urgente realizar acciones de conservacion ex situ que aseguren Ssu
preservacion (Aguilar et al., 2009). En virtud de lo anterior, los aspectos
reproductivos, vinculados con un enfoque ecofisioldgico y el manejo acuacultural de
este anfibio, son de gran importancia para la conservacion del ajolote dado su
estado critico en su habitat natural. Esta especie es de gran importancia bioldgica,
ecoldgica, biomédica y social. Por lo que el control de su reproduccidn en cautiverio
por medio de la estimulacibn hormonal con Gonadotropina Coridnica Humana
(hCG), permitiria controlar la produccion de crias para su posterior liberacion en su
habitat natural y conocer tasas de sobrevivencia, coadyuvando asi a la conservacion

de la especie con métodos desarrollados en el laboratorio.

4. Objetivo

4.1 General

- Determinar el efecto de la hormona gonadotropina coriénica humana (hCG) como

inductor de la reproduccion ex situ en Ambystoma mexicanum.

4.2 Particulares

- Comparar la accion de la administraciéon hormonal de hCG a dos dosificaciones

(200 y 400 UI) sobre la reproduccion del ajolote.
- Determinar si la temperatura acelera el desarrollo embrionario de las puestas del

ajolote, y comparar la aceleracion en dos diferentes regimenes de temperatura (15
°Cy 20 °C).
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5. Hipotesis

Dado que las gonadotropinas regulan el funcionamiento gonadal y el
comportamiento reproductivo en anfibios en particular la hormona luteinizante (LH) y
la foliculo estimulante (FSH), y considerando que la hormona Gonadotropina
Corionica Humana (hCG) pertenece a la misma familia de éste grupo, se propone
que la administracion de dicha hormona generara una serie de reacciones
fisiologicas que en respuesta llevaran a la reproduccion sexual del ajolote, y se
espera que la menor dosificacion sea mas eficaz ya que 400 Ul puede encontrarse
en el limite de aceptacion para los organismos. Asi mismo, se espera que el tiempo
de desarrollo embrionario ocurra en menor tiempo a una temperatura mayor ya que

a mayor temperatura, mayor aceleracion en las reacciones fisiolégicas.
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6. MATERIALES Y METODO

6.1 Periodo de aclimatacion y calidad de agua

Las cinco parejas de reproductores de A. mexicanum (Fig. 5) que fueron sometidas
al tratamiento hormonal, fueron donadas por el laboratorio de Limnobiologia de la
Universidad Autbnoma Metropolitana (UAM) - Xochimilco. Antes de iniciar la fase
experimental fueron puestos en cuarentena de forma individual en las instalaciones
del area de acuarios del laboratorio de Acuacultura de la Facultad de Ciencias,
UNAM, donde previamente se tenian cuatro peceras de 40 L lavadas, desinfectadas
y con agua desclorada a una temperatura de 15 °C = 1°C, en las cuales fueron
colocados los organismos divididos por sexo: dos machos en una pecera y tres en

otra y para el caso de las hembras de la misma forma.

7/

Fig. 5. Traslado de los ajolotes del laboratorio de Limnobiologia (UAM-Xochimilco) al

laboratorio de Acuacultura y Produccién Acuéatica de la Facultad de Cencias (UNAM).
Fotografia de José Torres

Se midieron los parametros fisicos y quimicos de la calidad del agua (temperatura,
pH, conductividad, solidos totales y oxigeno disuelto) de la que provenian los
ajolotes y del agua de las peceras. Posteriormente se realizé una mezcla del agua
de procedencia con el agua de las peceras (1:1), cubriendo la mitad de la totalidad
de las peceras, después se introdujeron a los ajolotes en sus respectivos acuarios

evitando algun tipo de perturbacion en ellos (Fig. 6).
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Fig. 6. Aclimatacion de individuos de Ambystoma mexicanum. Se observan tres machos en

la pecera superior y dos en la inferior. Fotografia de José Torres

Durante esta etapa, la cual se llevé a cabo de octubre del 2017 a enero del 2018 se
les alimento tres veces por semana con charal y acocil a saciedad y se realizé un
monitoreo continuo de la calidad del agua de los acuarios de confinamiento tres
veces por semana, midiendo las variables: temperatura, oxigeno disuelto, pH,
conductividad y sdélidos disueltos utilizando un multianalizador marca OAKTON
modelo PCSTestr 35 (+ 0.01) y un oximetro marca EcoSense modelo ODO-200 (+
2%.) La calidad del agua fue monitoreada durante toda la fase de aclimatacion,

experimental y posterior a la induccion hormonal.

6.2 Induccién hormonal y morfometrias

Se realizaron las morfometrias de cada organismo (Fig. 7) cinco dias previos a la
inducciéon hormonal, se tomaron en cuenta la longitud total (LT), longitud hocico-
cloaca (LHC) y el peso humedo (PH), para lo cual se extrajo a cada organismo de
su acuario manualmente con una red de acuario, para el peso se utilizé una balanza
digital marca OHAUS modelo PA2202 (+ 0.01 g) y para obtener los valores de
longitud se utilizé un ictidmetro hecho con tubo PVC cortado a la mitad por lo largo y

con una cinta métrica adherida a lo largo en el centro (+ 0.05 cm).
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Fig. 7. Morfometrias de las parejas de Ambystoma mexicanum previas a la induccion

hormonal. Fotografia de José Torres

Durante la etapa que comprendié la fase experimental, se monitorearon cada tercer
dia en todos los acuarios los parametros fisicoquimicos de la calidad del agua:
temperatura (°C), potencial de hidrogeno (pH), conductividad (uS), solidos totales

(ppm) y oxigeno disuelto (mg O2/I).

Con base en el estudio previo de Trottier y Armstrong (1975), se plante6 el disefio
experimental, el cual consisti6 en suministrar dos diferentes dosis de hormona
gonadotropina coriénica humana (hCG) (200 y 400 Ul), como agente inductor de la
reproduccion ex situ. La hormona utilizada fue en su presentacion comercial de
5000 Ul/ml.

Previo a la induccién hormonal, se mantuvieron a los organismos en ayuno de 24 h
y se reanudd la alimentacién 48 horas después. Las mesas de trabajo fueron
desinfectadas y todo el personal utiliz6 batas limpias y guantes de nitrilo, todo el
material utilizado fue estéril y no téxico. Las dosis suministradas fueron: 200 y 400
Ul por ejemplar y sexo, con un refuerzo del 50% a las 24 h posteriores de la primera
dosificacion, el protocolo fue planteado para una réplica por tratamiento y una pareja

control.

La hormona se suministré en volimenes de 1 ml aplicandose en la regién dorsal del
organismo, via intramuscular con una jeringa de insulina (Fig. 8), para lo cual se
prepard una solucion madre de la hormona en su concentracion total y fue diluida en

la ampolleta comercial de 1 ml, de la cual se realizaron las diluciones apropiadas,
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para obtener las dosis a ensayar (200 y 400 Ul). En el caso del grupo control se
siguié el mismo procedimiento, pero los organismos fueron inyectados Unicamente

con solucién inyectable.

Fig. 8. Administracién de la hormona (hCG) en la region dorsal de un ajolote. Fotografia de

José Torres

El refuerzo fue aplicado siguiendo el procedimiento ya descrito. Posteriormente al
suministro de la hormona, los organismos fueron colocados en parejas de ambos

sexos para promover el cortejo y apareamiento (Fig. 9).

Fig. 9. Pareja de Ambystoma mexicanum posterior a la administracion de la hormona.

Fotografia de José Torres

6.3 Seguimiento del desarrollo embrionario

A partir del suministro de la hormona, las cinco parejas de organismos fueron
monitoreados diariamente para observar la posible aparicibn de puestas. Las

parejas se colocaron en acuarios de 40 L, a una temperatura de 15 °C + 1 °C con
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aireacion constante y como sustrato se agregaron rocas de rio y rafia plastica, en la
cual se pudieran adherir los huevos. Los parametros de la calidad del agua
(temperatura, pH, conductividad, solidos totales y oxigeno disuelto) se midieron tres

veces por semana.

Al obtenerse los desoves (Fig. 10), se llevd un registro de la fecha y hora del
desove, asi como el registro de los factores de calidad del agua ya referidos, una
fraccion de estos fue empleada en el experimento de temperatura a 20 °C.

Se realiz6 el conteo del numero de huevos de cada puesta, tomando en cuenta el
tratamiento del cual provenian. Para calcular la eficiencia del desove se contabilizd
el numero de huevos que llegaron a la etapa de eclosion de cada puesta. Pasadas
24 h, los ejemplares y los desoves fueron separados de forma individual en peceras

de 10 L, tratando de manipularlos lo menos posible.

Fig. 10. Desove depositado sobre el sustrato artificial y obtenidos de las parejas de

Ambystoma mexicanum inducidas con la hormona hCG. Fotografia de José Torres

Respecto al seguimiento del desarrollo embrionario, los desoves se monitorearon
diariamente para observar la aparicion de las diversas etapas del desarrollo hasta
emerger las crias de manera independiente, para el cual solo se tomo en cuenta un
sélo tratamiento a una temperatura de 20 °C + 1 °C con tres réplicas de las mismas
condiciones, se retiraron de cada desove un total de 80 huevos, los cuales fueron
colocados en peceras independientes y la temperatura del agua fue aumentada en

1 °C por hora dentro de un bafio Maria (Fig. 11) hasta elevar la temperatura
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ambiente a 20 °C previamente se tenian tres peceras de 10 L a la temperatura

requerida.

Fig. 11. “Bafo Maria” para elevar la temperatura de los tratamientos a 20 °C + 1 °C.

Fotografia de José Torres

Se fijaron diariamente tres muestras de huevecillos por cada tratamiento, en una
solucion de formol al 4% amortiguado con buffer fosfato (pH 7.2), se anot6 la fecha y
la hora en que fueron fijados para conocer el tiempo posterior a la ovoposicion. La
temperatura en cada condicion fue controlada por medio de un calentador con
termostato marca Thermojet, al cual se le ajusté la temperatura requerida y esta fue

medida todos los dias.

Al obtenerse todas las muestras de desarrollo embrionario, estas fueron clasificadas
y organizadas de acuerdo al tiempo posterior del desove. Se trasladaron las
muestras al laboratorio de Microcine de la Facultad de Ciencias, UNAM, donde se
acondicion6 un recipiente de vidrio dividido en sub camaras, dentro de éste, cada
huevecillo fue lavado con agua destilada para retirar la solucion de formol.
Posteriormente fueron observadas en un microscopio estereoscopico (Stemi SV 6),
el recipiente fue colocado sobre 4 tapones para evitar el movimiento y se utilizé un
fondo azul para la toma de fotografias digitales con una camara marca Canon
modelo Rebel T6 (Fig. 12) con el objetivo de reconocer y describir las caracteristicas

de cada etapa de desarrollo y compararlas con trabajos previos.
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Fig. 12. Toma de fotografias digitales en el laboratorio de Microcine. Fotografia de José

Torres

Con el objetivo de determinar el efecto de la temperatura sobre el desarrollo

embrionario, se calculd el Q1o por medio de la siguiente ecuacion (Lampert, 1984).

Q10 = (R2/R1) 10T, -Ty)
Donde:
Q10 = Efecto del cambio de la temperatura sobre el tiempo del avivamiento de la cria
en un intervalo de temperatura dado.
R1= Tiempo en alcanzar avivamiento de la cria a la temperatura menor.
R2 = Tiempo en alcanzar avivamiento de la cria a la temperatura mayor.
T1= Temperatura baja (13.7 °C).
T2= Temperatura alta (20 °C).

6.4 Preferencia de alimento y contenido caloérico

Todas las crias fueron puestas en ayunas durante un periodo de 24 horas, y se
puso a eclosionar quiste de artemia (Artemia sp.) durante 48 horas, la pulga de agua
(Daphnia sp.) se obtuvo de forma comercial y se lavdo antes de realizar el

experimento.

En camaras de 10 ml se aislaron de manera individual y de forma aleatoria 25 crias

repartidas en 4 tratamientos con tres réplicas cada uno (Fig.13). Al primer
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tratamiento (A:P, 10:0) se le agreg6 10 nauplios de Artemia, al segundo tratamiento
(A:P, 0:10) se agreg6 10 pulgas, el tercer tratamiento (A:P, 5:5) se le agrego 5
nauplios de Artemia y 5 pulgas y por ultimo al cuarto tratamiento (A:P, 10:10) se le
agrego 10 nauplios de Artemia y 10 pulgas. Pasada una hora en la cuales se
alimentaron las crias, fueron retiradas de sus respectivas camaras y se hizo un

conteo del alimento restante.

e

Fig. 13. Aislamiento de las crias de Ambystoma mexicanum en camaras de 10ml. Fotografia

de José Torres

Respecto a la determinacién de calorias contenidas en el alimento y las crias, se
tomaron de forma aleatoria dos muestras del alimento consumido por las crias; para
el caso de Daphnia sp. se pusieron a secar 10 g en peso humedo en una estufa a
60 °C hasta alcanzar un peso constante, al obtener dicho peso las muestras fueron
trasladadas a un desecador por 24 h, se molieron y se obtuvieron sub-muestras de

50 mg para ser empleadas en los analisis caloricos.

El contenido de energia tanto de las muestras de alimento como el de las crias fue
determinado a partir de calorimetria directa realizando un excavado en pastillas de
acido benzoico grado calorifico y colocando las sub-muestras dentro de la pastilla
para realizar la combustion en una bomba calorimétrica Parr, la cual fue calibrada

previamente (Latournerie, 2007).
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6.5 Procesamiento y analisis de datos

Para el andlisis de los pardmetros fisicoquimicos de la calidad del agua del periodo
de aclimatacion de los organismos, la fase experimental de induccion hormonal y el
efecto de la temperatura en el desarrollo embrionario, se realizaron ANOVAS
univariados y multivariados para conocer si existian diferencias significativas entre

los distintos tratamientos experimentales y a lo largo del tiempo.

Para determinar si existian diferencias significativas entre las variables biométricas
de los organismos, se empleoé la prueba de T Student, a un nivel de a = 0.05, de tal

forma que permitiera comparar dichos datos entre ambos sexos.

Se emple6é andlisis discriminante para la comparacién entre tratamientos en el
ensayo de seleccion de alimento y una prueba post hoc de Tukey para establecer si
existian diferencias estadisticamente significativas. De igual forma, se llevd a cabo
un andlisis discriminante que permitiera distinguir grupos entre los diversos

tratamientos

El procesamiento de datos fue llevado a cabo empleando los paquetes estadisticos
SPSS v.20 y JMP v.10
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7. RESULTADOS

7.1 Andlisis de calidad del agua

En el Cuadro 4 se muestran los promedios de los datos de la calidad del agua.

Cuadro 4. Resultados del andlisis de varianza de los pardmetros fisico-quimicos del agua

medidos durante la fase de induccion hormonal en Ambystoma mexicanum.

Factor N MediaxD.E F gl p
Temperatura (°C) 67 155+15 0.133 16 1.0
pH 67 8.35+0.11 0.891 16 0.584
Conductividad (uS) 67 517.1+405 1.428 16 0.176
Soélidos Totales (ppm) 67 369.6+11.4 1.057 16 0.423
Oxigeno (mg/l) 67 7.1+£0.6 1.719 16 0.081

El analisis de varianza multifactorial (ANOVA) mostr6 que no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos ni en la interaccién tratamiento-

semana para todos los factores medidos (p > 0.05).

7.2 Morfometrias

La proporcion de sexos fue 1:1 para hembras y machos siendo un total de 10
organismos, (5 parejas) se muestran los promedios de cada variable biométrica en

el Cuadro 5.

Cuadro 5. Indicadores morfométricos de Ambystoma mexicanum previo a la induccion

hormonal.

Sexo N LT (cm) LHC (cm) PH (9)
Macho 5 18.64+1.19 10.28+0.89 43.36+3.41
Hembra 5 1754+ 0.93 10.12+0.66 44.27 +8.27
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El ANOVA de una via para evaluar las medidas morfométricas entre machos y
hembras no mostro diferencias significativas para ningun factor, (F=2.088,gl=1,p =
0.052) de tal forma que todos los organismos presentaban homogeneidad respecto a
su talla y peso, aunque cabe mencionar que los machos fueron ligeramente mas
largos con una longitud promedio de 18.64 cm respecto a las hembras que midieron
17.54 cm, pero respecto al peso, las hembras presentaron un promedio de 44.27 g,
valor ligeramente superior al de los machos que pesaron en promedio 43.36 g. Esto
permitié la asignacion aleatoria de los organismos a los tratamientos durante la fase

experimental.

7.3 Respuesta a lainduccion hormonal

A continuacion, se presenta en el Cuadro 6, el nUmero total de huevos producidos
por pareja como parte de la respuesta de los organismos a la inducciéon hormonal.
Se presenta una pareja por tratamiento de 200 Ul (H-D1), 400 Ul (H-D2) y por ultimo
el control (Ctrl), debido a que hubo el deceso de dos parejas, una correspondiente al
tratamiento de 200 Ul y otra de 400 Ul.

Se llevd a cabo un contraste entre los tratamientos sobre una hipétesis de no
diferencia en el desove, el cual indic6 que fue estadisticamente significativa (X2c =
36.28, p < 0.001), indicando que el tratamiento con 200 Ul obtuvo los mejores

resultados, con un 25.2% mas de eficiencia que el control.

Cuadro 6. Numero total de huevos ovopositados por las parejas de Ambystoma mexicanum

en respuesta a la induccion de la reproduccion, empleando hCG.

Tratamiento NUmero total de huevos
H-D1 472
H-D2 338
Ctrl 321

Se hizo un conteo del nimero de huevos eclosionados a través del tiempo para
cada tratamiento (200 Ul, 400 Ul y control), los cuales estan reportados en el

Cuadro 7. A temperatura ambiente de 15.4 °C, no se obtuvieron huevos
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eclosionados los primeros 5 dias, finalizando el conteo de las puestas al dia 11,

obteniéndose en total 104 huevos eclosionados para el tratamiento de 200 Ul, 98

para el de 400 Ul y 313 para el control.

Cuadro 7. Resultados de la induccion hormonal en Ambystoma mexicanum, empleando

hCG. Conteo acumulativo del nimero de huevos eclosionados a temperatura ambiente

(15.4 °C) a través del tiempo. hCG = gonadotropina coriénica humana. Ul = unidades

internacionales de hormona. HE = numero de huevos eclosionados. HT = numero de

huevos totales por tratamiento — dia.

TRATAMIENTO Control hCG — 200 Ul hCG —400 Ul

Tiempo (dias) HE HT HE HT HE HT
5 0 0 0 0 0 0
6 3 3 0 0 5 5
7 6 9 3 3 7 12
8 13 22 9 12 8 20
9 29 51 18 30 30 50
10 262 313 74 104 48 98
11 0 313 0 104 0 98

En el caso de la sub-muestra tomada del stock total de huevos ovopositados, y

expuestos a 20 °C, se puede observar en el Cuadro 8 el nimero de huevos

eclosionados desde el dia 1 y el conteo final al dia 6, alcanzandose un total de 48

huevos eclosionados para el tratamiento de 200 Ul, 49 para el de 400 Ul y 3 para el

control.
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Cuadro 8. Produccién de huevos por Ambystoma mexicanum en los tratamientos control y
con hormona a 20 °C. hCG = gonadotropina coribnica humana. Ul = unidades

internacionales de hormona. HE numero de huevos eclosionados. HT = ndmero de

huevos totales por tratamiento — dia.

TRATAMIENTO Control hCG — 200 Ul hCG — 400 Ul
Tiempo (dias) HE HT HE HT HE HT
1 0 0 0 0 5 5

2 0 0 7 12 12 12

3 0 0 10 22 7 19

4 0 0 8 30 5 24

5 0 0 2 32 6 30

6 3 3 16 48 19 49

A continuacién, se presenta un grafico comparativo del porcentaje de eclosion de
huevos de los diversos tratamientos de induccion hormonal (Fig. 14). Los resultados
muestran un porcentaje mayor del nimero de huevos eclosionados respecto al
tiempo a una temperatura de 20 °C (B) en comparaciéon del tiempo de eclosion a
una temperatura ambiente de 15.4 °C (A).
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Fig. 14. Comparacion del porcentaje de eclosion de huevos de Ambystoma mexicanum
empleando diversas concentraciones de hCG a dos temperaturas.

7.4 Seguimiento del desarrollo embrionario

La temperatura durante el desarrollo embrionario dentro de las primeras 48 horas se
inicié a 15.5 °C y posteriormente fue constante a 20 °C hasta el final del ensayo
debido al aumento progresivo de la temperatura (Bafio Maria) para poder llevar a
cabo el experimento. Como parte del mismo, se evalu6 la influencia de la
temperatura sobre el desarrollo embrionario a través del Qo el cual, en este caso
nos permitié conocer si la temperatura tiene un efecto directo sobre la aceleracién
del desarrollo, (Cuadros 9 y 10) obteniéndose un valor de 1.71 indicando un

aumento positivo sobre dicho proceso y acortando el tiempo desde la puesta hasta
la eclosién de la cria en casi un 30%.
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Cuadro 9. Comparativo del desarrollo embrionario del presente estudio (primeras 214 horas

a 20°C) y su relacién con los °C/dia acumulados. Asimismo, se muestran los resultados
obtenidos por Bordzilovskaya (1979) y Morales-Cervantes (2017). H-D1= Dosis 1 (200 Ul).

H-D2= Dosis 2 (400 Ul).

| PRESENTE ESTUDIO ||

Morales-Cervantes,

Bordzilovska,

H-D1 — Ho-D) 2017 1979
13740 9°C 20 OBSERVACIONES
Tiempo i Tiempo '
h Acum. h Acum,
T~
f h M 8 células,
- (‘) @ i La placa neural tiene
| { forma de escudo y se
8 L i " hunde.
24h 128C | 2 13.1°C b
- 1 Bldstula temprana,
i Abortivo
25?°C 25?°C 1 Se distinguen
o 48h vesiculas Ucularti
. 2, Sin muestra
..
66.1°C L2 1 eta  dorsal
Hih 124h 80.0°C s
abservarse. .
\ 4 la region branguial
estd  claramente
; delineada,
87.4°C | 141h
141h
1. En I3 region cefdlica
e presentan tres
nédulos branquiales,
i Aparece un surco en
la  reglan  del
primardio  de  los
165h 108.4°C| 165h 109.5°C ojos
1 Abartiva
1 hparecen las
primeras
cromatdforos.
18%h 129.4°C | 189h 129.4°C
1. las  branquias se
alargan vy se
empujan,
% Todavia no se ven
- 1180(: hrulvs_ de
214h 149.7°C 214h 14930{: leh extremidades,
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Cuadro 10. Comparativo del desarrollo embrionario del presente estudio (Ultimas 96 horas a

20°C) y su relacién con los °C/dia acumulados. Asimismo, se muestran los resultados
obtenidos por Bordzilovskaya (1979) y Morales-Cervantes (2017). H-D1= Dosis 1 (200 Ul).
H-D2= Dosis 2 (400 Ul).

| PRESENTE ESTUDIO |
H-D1 20°C
Tiempo € Tiempo
h Acum. h

248h

272h

296h

320h

Morales-Cervantes,
2017

Bordzilovska,
1979

13.7¢0.9°C

20°C

OBSERVACIONES

2113°C | 248h

2323°C | 272h

252.7°C

273.1°C

209.1°C

229.1°C

288h 158°C

1 Las primeras
branqulas tienen
brotes de
filamentos,

A Abortiva,

1 Las branquias son
mas largas,

& la cantided de
filamentos aumenta,

L la  boca estd
claramente
delineada, la
eclosion comienza,

L Sin muestra,

1 Abortiva
2 Sin muestra,

L Las  branquias se
extienden  mucho
mds alld de los
brotes de las
extremidades

344h a 0 danteriores,
293.1°C | 344h 288.4°C 2, Alelwn después de la
eclosion,

480h 288°C
Rango térmico:
13.7-20°C
Q10;
1.7

528h 302 Tiempo de

desarrollo: 71.5%
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7.6 Preferencia de alimento

Se llevo a cabo un ensayo de preferencia de alimento en crias de A. mexicanum,
con cuatro tratamientos y tres réplicas cada uno; el cuadro 11 sefiala las
proporciones de Artemia (A) y Daphnia (P) empleadas en los ensayos. En la figura
15 se puede observar que hay una mayor ingesta en el tratamiento basado en
Artemia sp. (10:10) aunque también se sabe que conforme los organismos crecen,

estos aceptan alimento de mayor tamafio.

Cuadro 11. Consumo de alimento por crias de Ambystoma mexicanum. A = Artemia sp. P =
Daphnia sp. Letras distintas como superindices, indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) entre tratamientos, post hoc de Tukey).

Tratamiento N Numero de artemias o pulgas consumidas
Media + DE
A:P (10:0) 3 9.02+ 1.0
A:P (0:10) 3 3.3*+1.52
A:P (5:5) 3 6.0° + 2.64
A:P (10:10) 3 10.02£1.73
Ing.Total

12.00 —|r

10.00] %
B8.00—

.00

2.007 J_

T T T T
Art:Pulga.10:0 Art:Pulga 0:10 Art:Pulga 5:5 Art:Pulga.10:10
TRAT

Ing.Total

Fig. 15. Diagramas de caja de preferencia alimenticia de crias de Ambystoma mexicanum
alimentadas con Artemia sp. y Daphnia sp. Notacion: Ing. Total= Ingesta total y Trat=
tratamientos.
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Fig. 16. Andlisis discriminante por tratamiento sefialando la ingesta de dos fuentes de

alimento por crias de Ambystoma mexicanum.

El andlisis discriminante (Fig. 16) muestra diferencias estadisticamente significativas
para todos los tratamientos (p < 0.05), la ingesta de Artemia fue el factor con mayor

influencia para la discriminacién de todos los ensayos efectuados (p < 0.0001).

8.6 Analisis caldricos

Tomando en cuenta que un elemento central para el mantenimiento en cautiverio de
crias de A. mexicanum es la alimentacion en sus primeras etapas de vida, se realizo

un analisis caldrico de los alimentos ofrecidos en cautiverio con la finalidad de

evaluar su aporte energético en la dieta, los datos se reportan en el Cuadro 12.
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Cuadro 12. Contenido caldrico de diversos alimentos y el tejido de crias de Ambystoma

mexicanum expresadas en calorias por gramo de peso seco (Cal/g PS).

(Media + D.E)

Tipo de tejido N Cal/g PS
Artemia sp. - 6,737 + 863*
Daphnia sp. 3 7,372 £ 1619
Cria A. mexicanum 2 12,200 + 40.6

*Tomado de Cummings (1967).

A partir de los ensayos de preferencia alimentaria, el peso corporal de las crias
empleadas, asi como la composicién del tejido de A. mexicanum y su contenido de
energia, es posible estimar sus requerimientos caloricos/dia en la dieta para esta

etapa de desarrollo, los datos se presentan en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Composicién corporal, valor calérico y requerimientos de energia de crias de A.
mexicanum a dos temperaturas. CE (contenido de energia), NR (nivel de racién), calculado
como 10% del peso corporal/ejemplar/dia (Fioranelli et al., 2005), el valor de NR a 20 °C se

calculé empleando un Q10=1.71, obtenido en esta investigacion.

indice Valor del indice
Peso humedo, mg 16.9
Peso seco, mg 0.11
CE/ejemplar promedio, cal 1,324.9
NR Cal/ejemplar/dia (15°C) 132.5
NR Cal/ejemplar/dia (20°C) 226.6
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8. DISCUSION

8.1 Calidad del agua

La calidad del agua puede ser un factor que genere enfermedades en las especies
de ajolotes (Duhon, 1989) e influir directamente en procesos fisico, quimicos y
biolégicos tanto extrinsecos como intrinsecos de las especies acuaticas, por lo que
monitorear los parametros fisico-quimicos del agua es de gran importancia, pues en

el caso particular de A. mexicanum, éste se considera una especie1l00% acuatica.

Ahora bien, debido a la escasez de datos, muchas de las instituciones que
mantienen a esta especie en cautiverio se han basado en caracteristicas similares a
las que requieren los peces de acuario de agua dulce, haciendo algunas
modificaciones a temperatura, salinidad y algunos otros factores (Scott, 1995).
Hasta la fecha no existe un estudio que realmente refleje las caracteristicas 6ptimas

respecto a la calidad del agua para el mantenimiento en cautiverio del ajolote.

Los parametros fisico-quimicos medidos durante la etapa experimental y sus valores
promedio en este estudio fueron: temperatura (15.5 °C), pH (8.35), conductividad
(517.1 pS), sélidos totales (369.6 ppm) y oxigeno disuelto (7.1 mg O2/L), los cuales
indican que la calidad del agua se puede considerar adecuada para el

mantenimiento de los organismos en la presente investigacion.

Respecto a las pruebas estadisticas, estas sefialaron que no hubo diferencias
significativas entre los factores medidos durante la fase experimental (p > 0.05) por
lo que podemos asegurar que los diversos tratamientos ensayados, mantuvieron

condiciones similares en la calidad del agua.

8.2 Morfometrias

El ANOVA para los valores morfométricos no mostrg diferencias significativas para
LT y LHC de los machos con respecto a las hembras, pero a pesar de que la prueba

estadistica no muestra diferencias, se puede observar en los datos una ligera
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tendencia hacia el mayor tamafio de los machos, siendo ésta de 18.64 cm (LT) y de
17.54cm (LT) para hembras. Esta caracteristica se puede deber a que los machos
deben tener mayor capacidad para agredir otros machos y competir por la
adquisicion de pareja, debido a que las hembras invierten mas recursos que los
machos en cada cria y el cortejo, y el comportamiento copulador del macho esta
dirigido en gran medida a la competencia por la hembra (Davies et al., 2012). En
especies como A. granulosum y A. lermaense se ha observado también esta

tendencia (Aguilar-Miguel et al., 2009).

Respecto al peso humedo (PH), las hembras presentaron una ligera tendencia a un
mayor peso, siendo este de 44.27 g respecto a los machos de 43.36 g en promedio,
muy probablemente lo anterior se deba a la acumulacion de ovocitos vitelogénicos
(Aguilar-Miguel et al., 2009) aunque también se podria considerar que se encuentra
influenciada por la ingesta de alimento, pero esta fue constante y las raciones fueron
las mismas tanto para hembras como para machos durante todo el tiempo de
aclimatacion y fase experimental por lo que este ultimo factor no pudo haber influido
en el peso. A pesar de lo anterior, el ANOVA no mostré diferencias significativas
para esta caracteristica (F = 2.088, gl = 1, p = 0.052) para PH, en el contraste entre

SEX0s.

Las biometrias y la descripcion morfologica permitieron identificar y diferenciar a
hembras de machos, siendo estos ultimos los que presentaban un ensanchamiento
a nivel de la cloaca que se debe a la presencia de una glandula agrandada que
produce gelatina para empaquetar y proteger su esperma. Las hembras poseen
esta glandula, pero carecen de la hinchazén (Gresens, 2004), estas caracteristicas
también permitieron apreciar que los organismos se encontraban sexualmente

maduros.

Mena-Gonzélez y Montes de Oca (2014), en su manual de procedimientos para el
manejo y mantenimiento de ajolotes recomiendan que al realizar la seleccion de
reproductores es importante considerar la utilizacion de hembras de un afio de edad
con una talla a partir de los 21 cm, de preferencia que no hayan ovopositado y que
presenten el abdomen abultado. Para los machos mencionan que estos deberan
tener una talla de 23 cm y un afio de edad. Los organismos utilizados para el
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procedimiento hormonal evidentemente se encuentran por debajo de las tallas
mencionadas, debido a las condiciones previas de confinamiento: limitacién de
alimento y densidad alta, condiciones de la colonia de donde provenian. No
obstante, al momento de la fase experimental, ya tenian un afio de edad, y a pesar
de la limitacion en talla y peso, se obtuvo una respuesta positiva tanto para la

induccion como para la reproduccion y obtencion de crias.

8.3 Induccién hormonal

A pesar de que los reportes en anfibios son escasos, en particular para A.
mexicanum, y debido a la casi inexistencia de trabajos con respecto a la utilizacion
de hCG (Hormona Gonadotrofina Coribnica Humana) como agente inductor, este
estudio se baso en el trabajo previo de Trottier y Armstrong (1975), para la induccién
hormonal como estrategia de reproduccion en cautiverio. Existe una controversia
sobre el tratamiento a los machos, algunos autores mencionan que no se les debe
estimular con hormona, otros que soélo deben colocarse en agua fria y en otras
investigaciones proponen el usar la misma dosis que la aplicada en hembras

(Duhon, 1994), este ultimo criterio fue el que se tomd para el experimento.

La respuesta a la induccion hormonal con hCG en los ajolotes fue positiva para los
dos tratamientos (400 y 200 Ul) ya que la reproduccion se llevé a cabo en los dos
tratamientos incluyendo el grupo control. Ademas, se observd la produccion de
espermatéforos en todas las parejas y conductas de cortejo, aunque estos Ultimos
dos aspectos no se tuvieron bajo observacion continua. Se logré la obtencién de
tres puestas (200 Ul, 400Ul y control) para el caso de los tratamientos con induccién
hormonal, la puesta se observd dos dias después de la induccién y para el grupo
control se observo hasta el quinto dia. Con respecto al numero de huevecillos, el
conteo varié entre tratamiento, comenzando el conteo los primeros 5 dias y
finalizando el conteo de las puestas al dia 11, obteniéndose en total 472 huevos
para el tratamiento de 200 Ul, 338 para el de 400 Ul y para el control 321 de los
cuales se tomaron sub-muestras para el experimento de eclosion a dos diferentes
regimenes de temperatura. La estimulacion hormonal con hCG vy la respuesta a la
reproduccion corresponden a la activacion del ciclo hormonal conocido en anuros
(McCreery y Linch, 1982).
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La funcion de las gonadotropinas hipofisiarias (LH y FSH) ha sido estudiada en la
mayoria de los vertebrados, permitiendo sefialar que los principales procesos estan
involucrados en el control de la gametogénesis, asi como en numerosas funciones
enddcrinas relacionadas con las gonadas y el comportamiento sexual, tanto en
machos como hembras (Volonteri, 2014). Asimismo, la hCG también actda en la
gametogénesis; ovogénesis y espermatogénesis (Norris y Lopez, 2011). Ademas,
en estudios realizados en R. arenarum se observo que la reproduccion puede ser
desencadenada en mayor o menor medida por cualquiera de las dos
gonadotropinas e incluso por hCG (Volonteri y Ceballos, 2010), proceso vinculado a
la activacion del mecanismo de accion hormonal y siguiendo el eje HHG
(Hipotalamo-hipofisis-gonadal), por lo tanto la administracion de la Hormona
Gonadotropina Coriénica Humana desencadena una serie de reacciones que
llevaron a la produccion de gonadotrofinas que a su vez estimulan la reproduccion
(Del Pino,1983).

8.4 Desarrollo embrionario

En relacion al desarrollo embrionario, los anfibios son organismos particularmente
Utiles para analisis embriolégicos porque los huevecillos y los embriones tempranos
pueden tolerar una amplia variedad de manipulaciones (Malacinski y Chung, 1977).
Ademas, una de las caracteristicas mas sorprendentes de dichos organismos
incluyendo el ajolote de Xochimilco, es el hecho de que los huevos son
transparentes y es posible observar el desarrollo embrionario. Los huevos constan
de tres capas y son permeables, por lo que son sensibles a las sustancias disueltas

en el agua (Servin, 2011).

Con la finalidad de contrastar los resultados del presente estudio, con otros de la
literatura en relacion a los estadios de desarrollo de A. mexicanum desde la puesta
hasta el avivamiento de la cria, se presentan los cuadros comparativos (Cuadros 9y
10). Ahora bien, con respecto al tiempo de duracién del desarrollo embrionario, en el
presente trabajo se compararon los datos registrados por Bordzilovskaya et al.
(1979) la cual obtuvo, a una temperatura de 20 °C, un desarrollo embrionario hasta
la eclosion de la cria (estadio 43) en 342 horas, el cual es muy similar a las 344
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horas y 288 °C/dia acumulados que se obtuvieron en este proyecto para llegar a la
etapa de eclosion, aunque los huevos se mantuvieron a una temperatura de 20 °C,
cabe resaltar que en las primeras 48 horas después de la ovoposicion, los
huevecillos se mantuvieron a temperatura ambiente y posteriormente ésta se elevd
hasta mantenerla constante a la temperatura de 20 °C. Para el caso de Morales-
Cervantes (2017) los organismos requirieron un periodo de 528 horas y 302 °C/dia
acumulados para llegar a la etapa de eclosion, debido a que los huevecillos
estuvieron sometidos a una temperatura ambiente promedio de 13.7 °C,

evidenciando la aceleracidn de la fase embrionaria a mayor temperatura.

La duracién del desarrollo embrionario y larvario es especifica de cada especie y
esta modificada por factores ambientales como la incidencia de luz, temperatura del
agua, alimento, grosor de las larvas, quimica del agua, entre otros (Cruz-Rodriguez,
2015). Ademas, Voss (1993) menciona que la temperatura influye también en el
tamafio corporal, a temperaturas altas las crias emergen con menor tamafio en
comparacién con las que emergen a menor temperatura, del mismo modo el tiempo
de eclosion se afecta pues en dicho momento los embriones liberan enzimas para
liberarse de su cubierta y a altas temperaturas, la actividad enzimatica es mayor y la
eclosién se acelera, lo cual concuerda con los objetivos planteados ya que hubo un
acortamiento en el tiempo de desarrollo de casi el 30% (Qio = 1.71) a una
temperatura de 20 °C con respecto a la temperatura ambiente encontrado en
trabajos previos. La actividad biolégica aproximadamente se duplica cada 10°C (Ley
del Qo) y, por lo tanto, aumentara con el incremento de la temperatura hasta un
cierto limite, después del cual se reducira.

El tiempo de incubacion de los huevos de A. mexicanum normalmente oscila entre
los 12 y los 18 dias (Mena-Gonzéalez y Montes de Oca, 2014). Estrada-Romero
(2015) obtuvo crias en 15 dias con una temperatura entre 17°C y 19°C. Servin
(2011) reportd un promedio de 12 dias a 22 °C y de 16 dias a una temperatura de
15 °C, siendo este el menor de los estudios revisados. Morales-Cervantes (2017)
registro el tiempo de eclosion en un periodo de 22 dias a 14 °C, mientras que
Bordzilovskaya et al. (1979) y en el presente estudio se registré la presencia de
crias a los 14 dias, en huevos mantenidos a una temperatura constante de 20 °C.
En el manejo acuicola de las especies, la obtencién de crias es importante para
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cualquier proyecto y es preferible que sea en corto tiempo. En éste trabajo se
confirmo el efecto de la temperatura sobre la velocidad de desarrollo embrionario.
Hacen falta mas estudios para determinar si las crias que se desarrollan a diferentes
temperaturas tienen la misma capacidad para sobrevivir y reproducirse, ya que ha

menor temperatura nacen crias mas grandes (Voss, 1993).

8.5 Contenido calérico y racién de mantenimiento

La bioenergética es el estudio del balance entre el aporte de energia dietario, su
inversion en costos de mantenimiento corporal y su canalizacion hacia crecimiento y
reproduccion entre otros procesos, y requiere de un examen de los procesos
fisioldgicos por los cuales la energia es transformada en organismos vivos (Young y
Bureau, 1996). Sin embargo, en la literatura, estudios sobre este campo y en
particular, la determinacion de contenido energético para A. mexicanum no han sido
realizados con anterioridad, por lo que los resultados obtenidos en el presente
estudio no pudieron compararse con trabajos previos y pueden considerarse como

informacion de linea base para estudios posteriores.

Se cuantifico el contenido energético promedio de crias de ajolote. Una cria con un
peso seco de 0.1086 g, contiene 1325 calorias. Se conoce que el contenido calérico
puede variar intra-especificamente con la etapa de la historia de vida, el sexo y el
régimen de alimentacion (Griffiths, 1977). Asumiendo que para especies de anfibios
la racion debe ser alrededor del 10% del peso corporal/ejemplar/dia en su primera
etapa de crecimiento (Fioranelli et al., 2005), el requerimiento energético de crias de
0.1086 g debe ser de 132.5 callejemplar/dia a una temperatura de 15 °C y se
extrapold para una temperatura de 20 °C empleando un Qio de 1.71, siendo ésta

226.6 cal/ejemplar/dia.

Latournerié-Cervera et al. (2008) mencionan que las raciones de manutencion
representan la cantidad de energia minima que el organismo debera ingerir para
mantener su biomasa corporal y valores superiores a ésta promoveran el
crecimiento de los organismos, por lo que el célculo de la racion de mantenimiento
se realiz6 con el objetivo de establecer una dieta mixta conociendo el aporte

energético del alimento aportado por Daphnia y Artemia (véase Cuadro 13). Cabe
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sefalar, que es necesario el entendimiento y el estudio de la bioenergética de
cualquier animal, como base para proveer un régimen dietario definido y
adecuadamente balanceado bajo cualquier ambiente fisico particular (Young y
Bureau, 1995).
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9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Conclusiones

e La Hormona Gonadotropina Coridnica Humana y su administracion a dosis
de 200 y 400 Ul con un refuerzo del 50% en 48 horas fue eficaz para la
induccion de la reproduccion en condiciones de laboratorio de A. mexicanum.

Los resultados que se presentan, corresponden a un estudio preliminar.

e Asimismo, en presencia de estimulacién hormonal, los datos indican que una
dosificacion de 200 Ul con su respectivo refuerzo, resulté mas eficaz en el
éxito reproductivo en comparacion a 400 Ul (p < 0.001) de acuerdo al nimero
de huevos obtenidos por cada pareja.

e El incremento de la temperatura de 15.4 °C a 20 °C acelera el desarrollo

embrionario, induciendo la eclosion en un lapso mas breve.

e Lacomparacion de las distintas etapas de desarrollo embrionario, asi como la
descripcion de cada estadio obtenidas en el presente estudio fueron muy

similares a las registradas por Bordzilovskaya et al. en 1989.

e Las crias de ajolote requieren un nivel de racion de mantenimiento de 132.5
cal/ejemplar/dia a una temperatura promedio de 15 °C, mientras que a 20 °C
se recomienda una racion de 226.6 callejemplar/dia pues a mayor

temperatura, mayor gasto energético.
e Para mantener sus funciones basicas se puede formular una dieta aportada

por Daphnia, y nauplios de Artemia a una racion del 10% de su biomasa

corporal durante las primeras etapas de vida.
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Perspectivas

Se sugiere replicar el protocolo hormonal con un mayor niumero de parejas y
en distintas épocas del afio para corroborar los resultados de la induccién en

distintos meses y con otras dosificaciones, por ejemplo, 300 UL.

Para mejorar el éxito reproductivo de A. mexicanum, se podria utilizar
organismos de tallas y pesos mayores a los utilizados en este trabajo ya que
los organismos de la presente investigacion se encontraban por debajo de las

tallas y el peso que se recomienda para llevar a cabo la reproduccion.

Es de suma importancia realizar estudios con un enfoque ecofisiolégico y en
particular sobre la bioenergética del ajolote para generar informacion que
contribuya a la optimizacién de su cultivo como protocolos especificos sobre
la nutricion y determinar raciones Optimas de alimento en diferentes estadios

de vida.

Realizar estudios concretos que conduzcan a establecer datos de calidad de
agua optimos para el manejo en condiciones de laboratorio de Ambystoma
mexicanum que influyan en la optimizacibn de un cultivo controlado,

siguiendo los lineamientos de manejo en cautiverio.
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