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1. RESUMEN

Se hizo un estudio de los testiculos, epididimos, glandulas sexuales accesorias y
caracteristicas de los espermatozoides del zacatuche (Romerolagus diazi) con la
finalidad de establecer bases para su reproduccion asistida y ademas se
compararon con los de la liebre de cola negra (Lepus californicus), especie sin
problema en sus poblaciones y el conejo doméstico (Oryctolagus cuniculus), especie
bien conocida al respecto.

Se obtuvo el aparato reproductor de los especimenes. Los testiculos, epididimos y
glandulas sexuales accesorias fueron disecados, liberados de grasa y tejido
conectivo y pesados. Los espermatozoides de la cabeza, cuerpo y cola del epididimo
fueron obtenidos, contados, fijados y medidos utilizando técnicas fotograficas. La
masa testicular, como porcentaje de la masa corporal, fue mas de dos veces mayor
en Lepus californicus y en Romerolagus diazi que en Oryctolagus cuniculus. La
masa epididimaria, como porcentaje de la masa corporal fue mayor en R. diazi que
en L. californicus y en éste fue mayor que en O. cuniculus. El nimero de
espermatozoides en la cola del epididimo fue mayor en L. californicus. El largo y
ancho de la cabeza espermatica de R. diazi, fueron mayores que los de Oryctolagus
y los de Lepus, y suforma mas ancestral. La longitud total y el largo del flagelo
fueron similares en O. cuniculus y R. diazi mientras que los espermatozoides de L.

californicus fueron menores.

La mayor presencia de gotas citoplasmaticas en Romerolagus diazi indica que la
maduracion de sus espermatozoides ocurre en segmentos mas avanzados del
epididimo en comparacion con O. cuniculus. Ademas los espermatozoides de R.
diazi mostraron un patron de movilidad mas estable durante la capacitacion in vitro,
que el de los de O. cuniculus, y tuvieron mayor respuesta a la induccion de reaccion
acrosomal.

Este es el primer estudio que describe caracteristicas de los espermatozoides,

glandulas sexuales accesorias, testiculos y epididimos en Romerolagus diaziy
Lepus californicus.



2. ABSTRACT

A study of the male reproductive organs and spermatozoa from two Mexican
lagomorphs species, the zacatuche (Romerolagus diazi), and the black-tailed
jackrabbit (Lepus californicus), and comparisons with the domestic rabbit
(Oryctolagus cuniculus) were conducted. The animals were euthanased and their
reproductive organs dissected. Testes, epididymides and accesory sex glands were
isolated, removed and freed of fat any and connective tissues and weighed. Caput,
corpus and tail spermatozoa were obtained from epididymides, counted, fixed and
measured. The testicular mass considered as a percentage of body mass, the values
for L. californicus and R. diazi were twice as large as determined for O. cuniculus.
The epididymal mass, when expressed as a percentage of the body mass, was
highest in R. diazi, and smallest in O. cuniculus. Spermatozoa counts from the
epididymal tail were larger in Lepus californicus than in R. diazi or O. cuniculus.
Lengths and widths of the spermatozoa head from Romerolagus diazi were larger
than from Oryctolagus cuniculus and Lepus californicus. Total length and flagellar
length of caudal spermatozoa from O. cuniculus and R. diazi were found to be similar
but larger than those recorders from Lepus californicus. Spermatozoa of R. diazi
had more cytoplasmic droplet and had better motility pattern during in vitro
capacitation than O. cuniculus, also more acrosomal reaction were induced with
A23187.

This is the first such quantitative and comparative study of wild lagomorphs, such as

Romerolagus diazi and Lepus californicus.



3. INTRODUCCION

3.1 Espermatologia y reproduccion asistida

En nuestro planeta existen mas de 4,500 especies de mamiferos, de las cuales
se desconoce en gran medida su biologia reproductiva. El realizar estudios en esas
especies permitira la generacion de conocimiento, base para ofrecer alternativas de
reproduccion, especialmente para especies amenazadas o en riesgo de extincion
(Wildt et al., 1995).

El campo de la conservacion de la biodiversidad esta cambiando rapidamente.
Existe cada vez mas cooperacion global de personas entusiastas, que trabajan a favor
de la vida silvestre, sin embargo el progreso de la conservacion, depende de la
investigacion sistematica y multidisciplinaria, dispuesta a resolver problemas basicos.
La reproduccién es la esencia de la sobrevivencia de las especies, y se requiere de
gran esfuerzo para abordar estudios en especies de mamiferos silvestres. La
espermatologia en coordinacion con otras areas del conocimiento, tales como la
endocrinologia, embriologia y criobiologia (entre otras), posibilitaran la aplicacion de la
reproduccion asistida (Wildt et al., 1995).

Bajo esta nueva perspectiva espermatoldgica, el establecimiento de los
protocolos de laboratorio deben ser adaptados para obtener, evaluar y procesar el
semen, y simultaneamente debe estudiarse el estado reproductivo de la hembra.
Desde luego que la reproduccion asistida no debe ser ofrecida como una solucién
simple a la conservacién de especies, porque técnicas desarrolladas para animales
domeésticos tales como vacunos (Bos taurus) y cerdos (Sus scrofa), pueden no mostrar

la misma eficiencia al aplicarlas a especies silvestres, asi los futuros estudios deben



analizar las particularidades de cada especie, mas que la sola extrapolacion de
conocimientos (Gomez-Pompa y Kaus, 1999). Como ejemplo de ello se tiene el caso
del leopardo de las nieves Panthera uncia, el cual es uno de los 37 miembros de la
familia Felidae y un miembro del género Pantera. Sus espermatozoides mostraron
intolerancia al ser colocados en el medio Ham F-10, el cual es el de elecciéon para los
espermatozoides de los grandes felinos, pero resulté adecuado en cambio, el usar
PBS, que es un medio mucho mas simple. Ademas esos espermatozoides mostraron
incapacidad de penetrar in vitro ovocitos de gata, o que no ocurre con los de otras
especies del mismo género.

Dentro de un grupo taxonémico dado, es poco usual encontrar grandes
diferencias en las caracteristicas seminales, sensibilidad de las hembras a las
gonadotropinas exégenas o en los protocolos de sincronizacion de estros y de
maduracion in vitro de ovocitos o de fertilizacion in vitro (Wildt et al., 1995).

Los ejemplos de la utilidad de la reproduccién asistida en mamiferos silvestres,
son ahora abundantes, como en los macacos Macaca fascicularis (Sankai ef al.,
1994); el lobo rojo Canis rufus (Goodrowe et al., 1998); el impala Aepyceros
melampus, el elefante africano Loxodonta africana 'y el lebn Panthera leo (Gilmore et
al., 1998); el mono aullador Alouatta caraya (Valle et al., 2003) y el jaguar Panthera
onca (Gongalves et al., 2004).

Por otro lado, cuando existen pocos individuos aptos para la reproduccién o
cuando por consanguinidad se afecta la calidad seminal (reduccion del volumen o
numero de células normales), se provocan problemas para la sobreviviencia natural de
las especies, lo que se puede conocer estudiando su espermatologia (Wildt ef al.,

1995).



La espermatologia puede contribuir a la conservacion de la diversidad biologica
y genética de poblaciones animales amenazadas o en riesgo de extincion, ademas de
ayudar a la generacion de conocimiento basico y al establecimiento de relaciones

filogenéticas (Cummins y Woodall, 1985).

3.2 Los lagomorfos

Los lagomorfos son pequefios mamiferos, con gran importancia en las
cadenas ecologicas, ya que son la fuente principal de alimento para los depredadores,
contribuyen a la remocion de suelos, la regulacion de poblaciones de plantas y a la
diseminacién de semillas. Dada su posicion trofica intermedia aunada a su gran
habilidad de dispersién, pueden hacer cambios de consideracion en ambientes bidticos
y abidticos. La capacidad de respuesta de los lagomorfos a cambios ambientales
severos, como por ejemplo la perturbacion de su habitat, no es inmediata, dada su
conducta flexible y su relativa larga vida media y rapida sucesion generacional.
Ademas, los lagomorfos son importantes por su contribucién a la dieta de la gente en el
medio rural y por ser los mamiferos de presa mas abundantes para la caceria
deportiva (Leopold, 1977).

El orden Lagomorfa comprende dos grandes familias con 12 géneros y alrededor
de 80 especies. Su registro fosil data de aproximadamente 45 millones de afios y se le
ubica en el Mioceno tardio (Dawson, 1981). En este orden estan incluidos pikas
(familia Ochotonidae), conejos y liebres (familia Leporidae). Las pikas son los
lagomorfos mas pequeros, con un peso promedio de 200 g, tienen orejas diminutas y

redondeadas, patas cortas y cola vestigial. Paleontolégicamente, las pikas son



extremadamente primitivas por lo que se les considera un “fésil viviente”. Viven en
areas frias de montanas elevadas como el Himalaya, la Manchuria, las Rocallosas y las

Urales (Chapman y Flux, 1990).

En el Continente Americano, México es el pais con el mayor numero de
lagomorfos: 10 especies de conejos (9 del género Sylvilagus y 1 del Romerolagus) y 5
especies de liebres del género Lepus. Ocho de estas especies de lagomorfos son
endémicas y tienen una distribucién restringida. La lista roja de la Unién Internacional
para Conservacion de la Naturaleza (IUCN, 2003), incluye 8 especies de lagomorfos
mexicanos, 3 de los cuales (Romerolagus diazi, Sylvilagus graysoniy Lepus
flavigularis) estan en peligro de extincion y una (Sylvilagus insonus) como criticamente
en peligro.

Algunas especies de lagomorfos, por ejemplo la liebre de cola negra (Lepus
californicus) y el conejo silvestre europeo (Oryctolagus cuniculus), son consideradas
perniciosas debido a su impacto sobre la agricultura y la produccion animal (Best, 1996;
Cervantes y Gonzalez, 1996). Otros lagomorfos en cambio son poco comunes y estan
amenazados o en peligro de extincion (Romerolagus diazi). A pesar de su importancia
en los sistemas ecoldgicos, el conocimiento sobre su biologia, particularmente |a

reproductiva, es fragmentario y escaso.
3.3 El zacatuche (Romerolagus diazi), la liebre cola negra (Lepus

californicus) y el conejo europeo (Oryctolagus cuniculus)

Romerolagus diazi (zacatuche, conejo de los volcanes o teporingo) es un

lagomorfo atipico, endémico y relicto de México (Barrera, 1966; Hibbard, 1963; Hoth et



al., 1987). Es una especie asignada a un género monotipico. Es el lagomorfo de menor
talla de nuestro pais, y se caracteriza por un color pardo oscuro homogéneo. A
diferencia de otros conejos, Romerolagus. diazi tiene orejas cortas y redondeadas,
patas cortas, su cola no es facilmente visible, tiene clavicula, la cual esta articulada al
esterndn (Cervantes et al., 1990) . Tiene gran parecido fisico a la pika, y al igual que
ésta, habita en grandes elevaciones. Su origen se ha ubicado en el Plioceno, es decir,

anterior al de las liebres y otros conejos (Dawson, 1981).

Ha sido incluido en el grupo de los conejos, a pesar de tener caracteristicas que
lo asemejan mas a liebres o a pikas. El numero cromosémico de R. diazi es de 48, el
cual es igual al de Lepus y superior a Sylvilagus que tiene 42. El periodo de
gestacion en R. diazi, es de 39 dias, mientras que en las liebres es de 37 a 47 dias y en
Sylvilagus, Oryctolagus y Ochotona de 28 a 32 dias. R. diazi tiene en promedio 2.1
gazapos por camada, semejante a Lepus e inferior a Sylvilagus y Orcytolagus con 4-6

gazapos (Cervantes-Reza, 1982).

Romerolagus diazi tiene una distribucion actual limitada a areas localizadas
principalmente en 4 volcanes del Eje Neovolcanico Transversal al sur de la Ciudad de
México: la Sierra Nevada (Popocatépetl e Iztaccihuatl) y en el Volcan Pelado y Tlaloc,
con una extension no mayor de 250 km? (Velazquez, 1994), los cuales son
principalmente bosques abiertos de pino con densas coberturas de gramineas
amacolladas. Esta localizacién tan cercana al complejo urbano con mayor crecimiento
del mundo, ha resultado en un serio deterioro de su ya restringido habitat y una seria

amenaza para sus poblaciones, las cuales estan actualmente muy fragmentadas.
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Fig 1. Areas nlcleo y periféricas de la distribucidn natural de poblaciones de
Romerolagus diazi (Velazquez et al., 1996).

Por otro lado, se han hecho algunos intentos de reproducir a R. diazi en
cautiverio, no solo en nuestro pais sino también en Jersey, Inglaterra; Amberes,
Bélgica y Hokkaido, Japon (Hoth y Granados, 1987, Lindsay, 1982; Matsuzaki ef al.,
1982). Solo la colonia de reproduccién en el zooldgico de Chapultepec en nuestro pais,
se mantiene activa a pesar de algunos problemas por consanguinidad. En esta colonia
no solo se ha reducido el niumero de machos adultos que participan en la reproduccion,

sino que también se ha modificado su organizacion social (Hoth y Granados, 1987).

En un taller del Grupo Especialista de Reproduccion en Cautiverio (CBSG) de la
IUCN, sobre la conservacion de lagomorfos de México en 1996, Romerolagus diazi fue

elegido como el simbolo de la conservacion de varias especies endémicas en peligro de

11
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extincion para nuestro pais y se recomendo, el establecimiento de técnicas
desarrolladas en colaboracion interinstitucional, para la reproduccion asistida de

individuos de esta especie mantenidos en cautiverio.

L. californicus es la mas comun de las liebres que habitan en nuestro territorio,
se distribuye en Baja California y en la zona norte y centro del pais. La cuenca de

México parece ser el limite sur de su distribucion.

Tiene una talla relativamente grande, con orejas largas y patas grandes.
Presenta una coloracién gris negruzca en el dorso del cuerpo y blanca amarillenta en el
vientre. Las orejas se caracterizan por tener negra la parte posterior en su extremo
terminal. La cola es gris clara en la parte inferior y tiene una franja en la parte superior

que se extiende hacia el dorso (Best, 1996).

Habita principalmente en regiones aridas y zonas de pastizales donde la
cubierta vegetal se ha reducido sensiblemente, La vegetacion que predomina en estas
areas es de tipo xerdfilo (con mezquites, pastos y arbustos espinosos). Sus
poblaciones son abundantes, con gran potencial reproductivo, por lo que pueden
soportar la caceria intensa sin que se reduzca su densidad actual (Cervantes, 1993;
Haskell y Reynolds, 1947; Leopold, 1977). Pueden habitar en campos de cultivo y con
esta disponibilidad de recursos, aumentar rapidamente sus poblaciones, causando
serios dafnos a los cultivos, huertos y vifiedos, lo mismo que a las areas destinadas a la

ganaderia.
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Fig 2. Area de distribucién natural en México de poblaciones
de Lepus californicus (Cervantes y Gonzalez, 1996).

Paren de 2 a 4 lebratos y tienen varios partos al afio (Best, 1996; Hayssen et
al., 1993). A pesar de la importancia que tiene Lepus californicus, por su amplia

distribuciéon y aprovechamiento, su biologia reproductiva ha sido muy poco estudiada.

El conejo europeo Oryctolagus cuniculus, es nativo de Europa oriental y del
noroeste de Africa. El conejo Nueva Zelanda blanco es la raza de O. cuniculus, que se
ha difundido practicamente a todo el mundo. Es un animal de talla media, de color
blanco, con masas musculares abundantes, sus orejas y patas son de tamario regular y
fuertes. Tiene gran importancia como animal de laboratorio y de produccion de carne,
en él se ha producido un extenso conocimiento de sus caracteristicas reproductivas,

como en ningun otro tipo de lagomorfo (Alvarifio, 2000; Ambriz et al., 2002). De las
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poblaciones silvestres que aun existen de Oryctolagus cuniculus, se sabe que es un

animal gregario, promiscuo y que vive en madrigueras (Ben Saad y Maurel, 2002).

Por otro lado, dada la dificultad de obtencion de muestras de semen en
lagomorfos silvestres, lo usual es obtener los espermatozoides del epididimo, por lo que

se hara una breve descripcién de este érgano.

3.4 El epididimo y la maduracion de los espermatozoides

Su nombre significa arriba del testiculo, al cual se adosa por un borde de polo a
polo y se sostiene por la tunica albuginea y tejido conectivo (Setchell ef al,, 1994). Esta
constituido por un tubulo largo y contorneado, de alrededor de 1 metro de longitud en
los roedores (Robaire, 1988). Se divide en 3 regiones: cabeza, cuerpo y cola, cada una
con un patrén celular caracteristico (Aman et al., 1993; D'Addario et al., 1980). La
cabeza del epididimo esta en intima conexion con el testiculo por los conductos
eferentes que salen por la cara posterior del testiculo en la rete testis. Las funciones
del epididimo son, servir como reservorio de espermatozoides, la produccion de liquido
epididimario, la maduracién de espermatozoides, la eliminacién de espermatozoides
viejos o muertos y la proteccién contra el estrés oxidativo, proteasas y sistema inmune
(Amann et al.,1993; Cooper, 1995; Reyes-Moreno et al., 2002). En la cabeza y cuerpo
del epididimo maduran los espermatozoides y en la cola, se almacenan, para de ahi

ser liberados durante la eyaculacion o eliminados con la orina (Turner, 1995).

El epitelio epididimal tiene caracteristicamente una gran capacidad absortiva,
llegando a absorber hasta el 95 % del liquido testicular, ademas de reducir su pH

(Hinton et al., 1995; Yanagimachi, 1994). Dicha capacidad es altamente selectiva y al
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igual que la velocidad de transito de espermatozoides es dependiente del segmento
epididimario que lo realiza (Turner et al., 1990). Por su parte la actividad secretora del
epididimo ayuda a mantener la viabilidad de los espermatozoides durante su
almacenamiento, el cual puede ser de varios dias o semanas. Cuando los
espermatozoides son eyaculados, disponen de unas cuantas horas de vida en el tracto
reproductor femenino (Jones y Murdoch, 1996; Yanagimachi, 1994), sufriendo
paulatinamente la pérdida de su capacidad fertilizante, pérdida de la movilidad y

después son desintegrados o fagocitados.

Por otro lado, los espermatozoides testiculares de mamifero no son capaces de
fertilizar (Gadella y Harrison, 2002, Nixon et al., 2002; Orgebin-Crist, 1981). Su
maduracion consiste fundamentalmente en la adquisicion de la movilidad progresiva y
de la habilidad fertilizante. La maduracién del espermatozoide continua en el aparato
reproductor femenino, hasta completar su capacidad funcional indispensable para llevar
a cabo una exitosa interaccion con el ovocito (Gadella y Harrison, 2002; Rosado y
Hernandez, 1988). El espermatozoide experimenta como parte de su proceso de

maduracion las siguientes modificaciones:

1.- Se le agrega gliceril fosforilcolina y carnitina (Eddy et al., 1985; Jones, 1998).
2.- Migra la gota citoplasmatica (enzimas lisosémicas) (Rosado, 1988)

3.- Maduran el acrosoma, nucleo y flagelo (Hinton et al., 1995)

4.- Aumentan los puentes disulfuro para estabilizaciéon de la cromatina (Bedford y
Calvin, 1974; Jones, 1998).

5.- Desarrollan la movilidad progresiva (Visconti ef al., 1998).
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En la porcién distal de la cabeza del epididimo, se acumula en la membrana de la
cabeza de los espermatozoides, un material glicoprotéico parecido al glicocalix; en los
de la region proximal de la cola, dicho material comienza a desprenderse y ya no se
presenta en la parte distal de la cola del epididimo. Esto ha sugerido la posibilidad de
unién de componentes a la capa externa de la membrana que cambian su organizacion
estructural, lo que refleja la contribucion del liquido epididimario, del cual depende el

desarrollo de la movilidad y habilidad de fertilizar (Court, 1984, Flesh y Gadella, 2000).

Por otro lado, la movilidad del flagelo es una expresién fundamental de la
viabilidad de la célula espermatica, ademas es esencial para su funcién reproductiva,
es requerida durante su migracion desde el sitio de inseminacion al sitio de fertilizacion
y para la penetracion de las distintas estructuras que rodean al ovocito (Reyes, 1994;

Yanagimachi, 1994).

Los mecanismos para la movilidad flagelar comprenden una serie compleja de
procesos quimicos, electroquimicos y mecanoquimicos que culminan con movimiento
de los filamentos axiales 0 axonema, el cual consiste en nueve microtubulos dobles con
arreglo circular en torno a un cilindro, con un par central de microtubulos simples. El
modelo "nueve mas dos" ha sido ampliamente conservado entre las especies (Bacceti,

1986).

Durante el patréon de movimiento conocido como hiperactivacion los
espermatozoides se mueven rapidamente, siguiendo trayectorias accidentadas, de
serpentineo o latigazo (Olds-Clarke, 1990, Suarez et al., 1992). El batimiento flagelar se
torna mas asimétrico, con una movilidad no progresiva en trayectorias circulares o de

ocho. El aumento en la curvatura y en la asimetria del batimiento flagelar estan
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acomparnadas por un aumento de la velocidad curvilineal y una disminucion de la
linealidad de la trayectoria (Kay y Robertson, 1998; Suarez et al.,, 1992). Con el
advenimiento de los métodos CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) se ha podido
evaluar la movilidad espermatica mas objetivamente. La velocidad curvilineal (VCL,
CurviLineal Velocity), es la velocidad en la cual la cabeza espermatica sigue su
trayectoria curvilineal, la velocidad lineal (VSL, Straight-Line Velocity), es la velocidad
en que la cabeza espermatica es proyectada por una linea recta entre el primero y
ultimo punto detectado, la velocidad de trayectoria promedio (VAP, Average Path
Velocity) es la velocidad promedio de |la cabeza espermatica a través de una
trayectoria promedio espacial, este promedio es computarizado como una forma
matematica, sin picos, de la VCL. El movimiento espermatico también se halla descrito
por la frecuencia del cruce flagelar (BCF, Beat Cross Frequency) que es la frecuencia
promedio en que la VCL atraviesa la VAP. La amplitud del desplazamiento lateral de
la cabeza (ALH, Amplitude of Lateral Head Displacement) es el promedio o amplitud
maxima de la distancia lateral de la trayectoria de la cabeza espermatica en relacién a
la via promedio espacial. Ademas el patron de movilidad esta cuantificado por dos
relaciones dimensionales: linealidad (LIN, Linearity), que es la relacién a lo largo del
total de la longitud de la trayectoria curvilineal, y la rectitud (STR, Straightness) que es

la linealidad efectiva de la via promedio (Davis et al., 1992).

3.5 Capacitacion y reacciéon acrosomal

La capacitacion espermatica, se describio desde 1951 de manera

independiente por M.C. Chang, quien trabajo con espermatozoides de conejoy C.R.
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Austin con los de rata (citados por Austin, 1967). Comprende una serie de cambios
bioquimicos que preparan al espermatozoide para la reaccion acrosomal, adhesion y
penetracién al ovocito (Yanagimachi, 1994). En las especies en las que en el coito, el
semen es depositado en el utero (cerdo, caballo, perro y algunos roedores) los
espermatozoides completan su capacitacion en el segmento bajo del istmo del oviducto,
mientras que las que lo hacen en la vagina (primates, vaca y conejo) la capacitacion
comienza al pasar los espermatozoides por el moco cervical, donde se pierden
elementos del liquido seminal y se completa cuando los espermatozoides llegan al

lugar de la fertilizacion.

Durante la capacitacion in vivo, ocurre la remocién gradual de las glicoproteinas
periféricas, la redistribucion de las proteinas integrales, la disminucion del colesterol
membranal y cambios de distribucidn y composicion de fosfolipidos, aumento en la
permeabilidad de la Fosfolipasa A en la regidon acrosomal espermatica, se reduce la
carga neta superficial de la membrana espermatica, hay cambios en la distribucién y
contenido de los antigenos de superficie y en la permeabilidad membranal a los idnes,

principalmente al calcio (Brucker y Lipford, 1995; Reyes, 1994).

La reaccién acrosomal es una exocitosis, en la que se fusiona la membrana
plasmatica con la membrana acrosomal externa. El acrosoma contiene gran cantidad
de enzimas hidroliticas y ha sido comparado con un lisosoma o granulo secretor
debido a su origen, estructura y funcion (Gadella y Harrison, 2002). La fusidén de
membranas se realiza en la regién frontal o en la region periférica del acrosoma, este

proceso dura de 30 segundos a 3 minutos. Se activan enzimas contenidas en el
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acrosoma y otras mas se secretan aun antes de que inicie la vesicularizacion

(Yanagimachi, 1994).

A pesar de que la reaccidon acrosomal puede ocurrir de manera espontanea, se

sabe que hay necesidad de la induccidon con sefales extracelulares que provienen del

ovocito, de las células que lo rodean y del tejido del aparato genital femenino del sitio

donde se realizara la fertilizacion (Reyes, 1994). In vitro, para estimular la reaccion

acrosomal se ha utilizado el liquido folicular, la presencia o interaccidon de las células
del cumulus oophorus, la progesterona, la 17-hidroxiprogesterona, las células de la
granulosa y las prostaglandinas (PGEZ2), el calcio extracelular, los ionéforos como la

ionomicina y el A23187 (Brucker y Lipford, 1995; Reyes, 1994).
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4. JUSTIFICACION

A pesar de la relevancia ecologica y economica que tienen los lagomorfos de
nuestro pais, y a que algunos de ellos enfrentan problemas poblacionales tales como
la amenaza de su extincidn, los estudios especializados sobre su biologia de la

reproduccion, han sido caracteristicamente limitados, aislados y en ocasiones nulos.

El generar conocimientos en relacién con su biologia de la reproduccién no solo
permitira aumentar el acervo en este campo, sino ademas posibilitara el
establecimiento de las bases formales sobre las cuales se puedan planear y reforzar
los programas de control y de reproduccion asistida in situ o ex situ para la
conservacion y aprovechamiento de estas especies en colaboracién multidisciplinaria e

interinstitucional para la realizacion de esta compleja tarea.

El comparar las caracteristicas morfométicas de los testiculos, epididimos y
glandulas sexuales accesorias, asi como las de los espermatozoides de las tres
especies de lagomorfos sefaladas, permitira establecer semejanzas y diferencias en
relacion a su particular biologia de la reproduccion. Asi también, los estudios
espermaticos in vitro de R. diazi y O. cuniculus permitiran inferir sobre la posible
aplicacién de otros conocimientos ya generados en este ultimo, para el establecimiento

de técnicas de reproduccion asistida en R. diazi.
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5. HIPOTESIS

1. Dada la condicion de reproduccion poliandrica en Romerolagus diazi y
Lepus californicus, se espera que la morfometria de los testiculos,

epididimos, glandulas sexuales accesorias y la concentracion espermatica

de las regiones del epididimo, sean similares (en proporcidén), y diferentes

a las de Oryctolagus cuniculus, por ser una especie monoandrica.

2. Dado que las tres especies estudiadas pertenecen a la misma familia, se
espera que las caracteristicas morfolégicas de sus espermatozoides sean
similares, asi como el comportamiento in vitro de los espermatozoides de
Romerolagus diazi y Oryctolagus cuniculus durante la capacitacion y la

inducciéon de la reaccion acrosomal.
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6. OBJETIVOS

1.- Realizar un analisis comparativo de los pesos de los testiculos, epididimos y
glandulas sexuales accesorias en relacion a la masa corporal de Romerolagus diazi,

Lepus californicus y Oryctolagus cuniculus.

2.- Obtener los espermatozoides de cada region epididimaria, en las especies
mencionadas. Registrar y comparar su concentracion espermatica total y en

proporcion a la masa testicular y epididimaria.

3.- Describir la morfologia de los espermatozoides epididimarios en los tres lagomorfos

estudiados.

4.- Analizar el patrén de movilidad espermatica bajo un sistema in vifro, asi como la
capacitacién y la induccion de la reaccion acrosomal, de los espermatozoides de

Romerolagus diazi y Oryctolagus cuniculus.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Material biologico

Se utilizaron cinco especimenes de Romerolagus diazi machos, adultos,
capturados en época reproductiva (febrero a julio) en el volcan “El Pelado” situado en la
region de Parres, Delegacion de Tlalpan, México D.F. (permiso DOO 750-2618/97,
SEMARNAP). Los ejemplares fueron llevados al laboratorio, sacrificados por
sobredosis de pentobarbital sédico (Anestesal, Bayer, México, D.F.) administrado por
via intraperitoneal (Canadian Council on Animal Care, 1984). Se disecaron los testiculos

con sus epididimos, los conductos deferentes y las glandulas sexuales accesorias.

También se utilizaron once especimenes de Oryctolagus cuniculus (Nueva
Zelanda blanco) adultos, de fertilidad comprobada y sexualmente activos, que
provenian del bioterio de la Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa, en donde
se mantuvieron alojados a temperatura ambiente promedio de 26°C, con ciclos de 12 h
luz y 12 h oscuridad; alimentados con “pellets” (Conejina, Purina, México, D.F) y agua
ad libitum. Se sacrificaron siguiendo el mismo procedimiento que se aplico a los

ejemplares de R. diazi y se obtuvieron los mismo érganos y glandulas.

Ademas, ocho especimenes de Lepus californicus fueron obtenidos a través de
caceria durante su época reproductiva (junio), en la zona desértica del norte de
Durango. Los testiculos con epididimos fueron extraidos in situ, congelados en

nitrégeno liquido y transportados al laboratorio.
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Los testiculos con epididimos (frescos de Romerolagus diaziy Oryctolagus
cuniculus y descongelados de Lepus californicus) fueron perfundidos a través de la
arteria espermatica con 1 ml del medio de Brackett y Oliphant (BO) (Brackett y Oliphant,
1975) que contiene NaCl 112 mM, KCI 4.02 mM, CaCl; 2.25 mM, MgCl; 0.52 mM,
NaH,PO4 0.83 mM, glucosa 13.9 mM, piruvato de sodio 1.25 mM, suplementado con
0.3% de albumina sérica bovina (BSA, Sigma Co., St Louis, MO, EUA. Cat #A9418). Se
disecaron los testiculos, los epididimos y las glandulas sexuales accesorias, y se
pesaron por separado utilizando una balanza analitica digital Mettler, con una precision

de 0.1 mg.

Las regiones de cabeza, cuerpo y cola (con el conducto deferente) de cada uno
de los epididimos, fueron delimitadas por dobles ligaduras y después seccionados entre
estas ligaduras para separarlas, sin que se perdiera o mezclara el contenido de cada
region y se pesaron. Los espermatozoides de la cola del epididimo fueron recuperados
por retro-perfusion con 1 ml de medio BO a través del conducto deferente. Para
recuperar los de cabeza y cuerpo del epididimo, estas regiones fueron cortadas
finamente sobre un vidrio de reloj con 0.5 ml de medio BO, de manera independiente, y
después se filtré el tejido macerado a través de una malla de nylon licra (Mercado et al.,
1992). La cantidad de espermatozoides recuperados fue valorado siguiendo el método

propuesto en el manual de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1987).

7.2 Morfologia de espermatozoides

Una alicuota de la suspension de espermatozoides de cola de epididimo, fue
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fijada con una mezcla de glutaraldehido/paraformaldehido (Baker ef al., 1986) y usada
para hacer un frotis en portaobjetos que fueron tefidos con eosina 1% y nigrosina 5%
(Adelman y Cahill, 1989), y fotografiados a 2400X, utilizando un microscopio Zeiss
(Axiophot) de contraste de fases. Se midieron 200 espermatozoides por especie,
registrando el tamario de la cabeza, longitud de la regién acrosomal y de la region
postacrosomal, longitud del segmento ecuatorial, pieza media, pieza principal y longitud
total del flagelo con una regla flexible y un vernier (Fig 3). También se registraron las
anormalidades morfoldgicas, presencia de gotas citoplasmicas y colas desprendidas, en

100 espermatozoides de cada individuo estudiado (Ambriz et al., 2003).

segmento ecuatorial

M :| ancho
I .

posacrosoma acrosoma

I
pieza media

| J ; |
pieza principal longitud cabeza
| J

longitud flagelo

longitud total

Fig 3. Morfometria para los espermatozoides.
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7.3 Capacitacion y reaccion acrosomal

Dado que los espermatozoides de las liebres al llegar al laboratorio estaban
muertos, no fue posible conocer su movilidad, capacitacion y reaccion acrosomal,

utilizando solo los de Romerolagus diaziy Oryctolagus cuniculus.

Los espermatozoides de sus tres regiones epididimarias a una concentracion de
15x10%ml, fueron capacitados en tubos Eppendorf con 1 ml de medio BO
suplementado, incubados durante 6 horas a 37°C, 5% de CO, y 60% de humedad
relativa (Niwa et al., 1983; Rosado, 1988). Posteriormente se indujo la reaccién
acrosomal con lonéforo de Calcio A23187 (Sigma Co., St Louis, MO, EUA, Cat #C7522)
a una concentracion final de 10uM, durante 10 minutos (Byrd y Wolf, 1986; Garcia et
al., 2001). Los espermatozoides fueron fijados en glutaraldehido/paraformaldehido. Se
colocaron 25 pl de la muestra fijada en 200 pl de acetato de amonio 0.1M y se
centrifugd a 3,500 rpm/ 5 min, se deseché el sobrenadante y el botén se resuspendio en
15 pl de acetato de amonio 0.1M, se colocaron 10 pl de esta suspension sobre un
portaobjetos tratado previamente con 8 pul de polilisina al 1% (Sigma Co., St Louis, MO,
EUA Cat #P8920), se secaron al aire y fueron tefiidos durante 15 minutos con azul

brillante de Coomassie al 0.22% (Sigma Co., St Louis, MO, EUA Cat #B0149).

Se analizaron 100 espermatozoides por especimen y region epididimaria antes
y después de la induccion con A23187 y se registré el nimero de espermatozoides
reaccionados utilizando el microscopio de contraste de fases a 40X (Garcia et al.,

2001).
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7.4 Movilidad y viabilidad espermatica

Se colocaron 5 ul de cada suspension de espermatozoides en una camara
Makler de 10 um de profundidad, al inicio del periodo de capacitacion y cada hora
durante éste. Para determinar la movilidad por el sistema de CASA, Hamilton Thorne
V.10. Se utilizaron los siguientes parametros de calibracion: frecuencia de medicion 60
Hz, campos medidos 30, contraste minimo 50, tamafio minimo celular 5 pixeles, umbral
de rectitud 80%, velocidad promedio de la trayectoria (VAP) media 50 um/seg y baja 30
um/segq, tafnaﬁo de cabeza no movil 5 pixeles, intensidad de cabeza no mévil 90
pixeles, limite minimo de tamario estatico 0.80 pixeles y maximo 2.99 pixeles, limite
minimo de intensidad estatica 0.50 pixeles y maximo 1.70 pixeles, limite minimo de
elongacion estatica 0 pixeles y maximo 0.64 pixeles (Farrell et al., 1995). Los
parametros medidos fueron: velocidad promedio de la trayectoria (VAP), velocidad
curvilineal (VCL), velocidad en linea recta (VSL), frecuencia de cruce flagelar (BCF),
amplitud lateral de la cabeza (ALH), rectitud (STR) y linealidad (LIN) de la trayectoria

(Davis, et al., 1992; Farrell et al., 1995).

La viabilidad espermatica fue valorada al inicio y cada hora durante del periodo
de capacitacion (Reyes, 1994) para ello se colocaron 5 pl de la muestra en un
portaobjetos y se adicionaron 5 ul de eosina 1% y nigrosina 5%, se mezclaron y se hizo
un frotis que se secd al calor, finalmente se determiné en 100 espermatozoides por

individuo y tiempo de incubacién, bajo el microscopio de contraste de fases a 40X.
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7.5 Analisis estadisticos

Los datos de pesos de los 6rganos, cantidad de espermatozoides epididimarios,
y los de la morfometria de los espermatozoides, fueron comparados por analisis de
varianza de una via y prueba de Tukey. Los de las glandulas sexuales por prueba t-
Student. Los datos de los espermatozoides con reacciéon acrosomal fueron

comparados por analisis de varianza de una via y prueba de Mann-Whitney.

Los datos de movilidad espermatica, velocidad de la trayectoria promedio (VAP),
velocidad de progresién (VSL), velocidad curvilineal (VCL), amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH), frecuencia de cruce del flagelo (BCF), rectitud (STR) y
linealidad (LIN) aparecen graficados con sus valores promedio + el error estandar. Los
datos de movilidad progresiva aparecen con el promedio y el desvio estandar. Todos
los datos de movilidad fueron comparados entre especie (Romerolagus diazi y
Oryctolagus cuniculus) y region epididimaria (cabeza y cola), por medio de analisis de
varianza de una via y prueba de Mann-Whitney, utilizando para ello el paquete

estadistico Sigmastat (Jandel Corporation).
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8. RESULTADOS

8.1 Caracteristicas de los testiculos, epididimos y glandulas

sexuales accesorias

Todos los especimenes estudiados de las tres especies tuvieron los
testiculos escrotados. La masa testicular total (ambos testiculos) fue
significativamente mayor (p<0.05) en Lepus (8.48+0.87 g) que en Oryctolagus
(5.76+0.65 g) y en Romerolagus (1.88+0.20 g) (Cuadro 1, Figura 4 y Anexo).
Nuestros datos indican, ademas, que no existe relacion directa entre la masa
corporal y la masa testicular. Cuando la masa testicular se expresé como
porcentaje de la masa corporal, fue dos veces mayor en L. californicus
(0.378+0.04 %) y en R. diazi (0.393+0.05 %) que en O. cuniculus (0.162+0.015 %)

(p<0.05).

La masa epididimaria relativa (expresada como porcentaje de la masa
corporal) fue significativamente mayor (p<0.05) en R. diazi (0.108+0.010 %) que

en L. californicus (0.086+£0.011 %) y en O. cuniculus (0.062+0.009 %).

El peso relativo de todas las glandulas sexuales accesorias fue
significativamente mayor (p<0.01, Andlisis de varianza previa transformacién de
valores por raiz cuadrada del arco seno) en R. diazi que en O. cuniculus. Esta
diferencia fue particularmente importante en el caso de las glandulas seminales y
de las glandulas vesiculares, las cuales fueron respectivamente, tres y cuatro

veces mayores en R. diazi que en O. cuniculus.
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Cuadro 1. Morfometria de los testiculos, epididimos y glandulas sexuales
accesorias de tres especies de lagomorfos.

Los nimeros expresan el promedio + desviacién estandar de los datos obtenidos de la
determinacion de n sujetos.

§ Indica que se utilizé el peso de ambos testiculos o de ambos epididimos.

b ) etras diferentes en la misma fila indican la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre las tres especies de lagomorfos, obtenidas por Andlisis de
varianza de una via y prueba de Tukey.

* indica la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los datos obtenidos en O.
cuniculus y en R. diazi (p<0.01) (prueba de t de Student).

ND no determinado. Los ejemplares de L. californicus fueron cazados y solamente los testiculos y

epididimos fueron extraidos y transportados en nitrdgeno liquido hasta nuestro laboratorio.
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Figura 4. Testiculos y epididimos de tres especies de lagomorfos:
Oryctolagus cuniculus (A), Lepus californicus (B) y Romerolagus diazi (C).
También se muestran los tamafios comparativos de los testiculos aislados
(a,b,c), escalaencm.

Conducto
deferente

Cola del
epididimo

Testiculo . . :
_ - : C 1.8 cm
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8.2 Recuperacion de espermatozoides epididimarios

La cantidad de espermatozoides recuperados de cabeza de epididimo fue
similar entre Oryctolagus cuniculus y Romerolagus diazi y significativamente
mayor (p<0.05) en Lepus californicus (Cuadro 2). Los espermatozoides
recuperados del cuerpo de epididimo fueron menos, aunque no significativamente
(p>0.05), en R. diazi que en los otros dos y los recuperados de la cola del
epididimo fueron casi tres veces mas en L. californicus que en O. cuniculus o en
R. diazi. Por otro lado, el numero total de espermatozoides obtenidos de la cola
del epididimo, expresados por gramo de testiculo, mostré no ser significativamente
diferente (p>0.05) entre L. californicus y R. diazi, pero fue mas grande en estas

especies que en O. cuniculus (Cuadro 3).

Cuadro 2. Concentracion (x10°) de los espermatozoides obtenidos por regién

epididimaria
~ Oryctolagus Lepus Romerolagus
cuniculus californicus diazi
n=11 n=8 n=5
cabeza 25+ 6° 67 + 14 24 + 2°
cuerpo 8 +2° 8.+ 1" 54 2"
cola 165 + 42° 521 + 139° 155 +49°

Los numeros expresan el promedio + desviacion estandar de los datos obtenidos de la
determinacion de n sujetos.

% ® |etras diferentes en la misma fila indican la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre las tres especies de lagomorfos, obtenidas por Andlisis de
varianza de una via y prueba de Tukey.
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8.3 Caracteristicas morfolégicas de los espermatozoides

La forma espermatica de las tres especies es similar (Figura5 A, By C). El
plano frontal de la cabeza de los espermatozoides de Oryctfolagus cuniculus y de
Lepus californicus es elipsoidal, mientras que la forma de la cabeza en R. diazi es
ovoide, con la parte mas ancha cerca de la porcion apical. La unién entre la
cabeza y la pieza media parece ser especialmente labil en R. diazi, puesto que es

posible observar numerosas cabezas aisladas (Figura 6 C).

El acrosoma es claramente visible en Oryctolagus cuniculusy en
Romerolagus diazi, pero no en Lepus californicus. En las tres especies, el
acrosoma cubre solo un 48% de la mitad anterior de la cabeza, pero es
significativamente mayor en R. diazi (Cuadro 3). R. diazi es también la especie
que muestra mas espermatozoides con gotas citoplasmicas (8% comparada con 3
y 4% para L. californicus y O. cuniculus). Para Oryctolagus cuniculus, esta
proporcion parece baja comparandola con el 10% reportado (Bedford, 1963),
debiendo sefalarse que las técnicas de obtencion y procesamiento han sido
modificados significativamente en estos 40 afios haciéndolas considerablemente
menos agresivas. Fuera de ello no existen anormalidades morfoldgicas

importantes en ninguna de las tres especies.
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Cuadro 3. Concentracién (10°) y dimensiones lineales (um) de los
espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo.

5
.

2
2

s
.

Los numeros expresan el promedio + desviacién estandar de los datos obtenidos
de la determinacion de n sujetos.

b ¢ |etras diferentes en la misma fila indican la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre las tres especies de
lagomorfos, obtenidas por Andlisis de varianza de una via y prueba de
Tukey.
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Figura 5. Fotografias de espermatozoides de Oryctolagus cuniculus (A),

Lepus californicus (B) y Romerolagus diazi (C), tomadas en microscopio de

luz y amplificadas a 1745X.
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Figura 6. Espermatozoides de Oryctolagus cuniculus (A), Lepus
californicus (B) y Romerolagus diazi (C), tomadas en microscopio de luz y
amplificadas a 382X. Las flechas completas indican la zona apical del

acrosoma y las puntas de flechas indican cabeza de espermatozoides

desprendidas de sus colas.
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8.4 Longitud de los espermatozoides

Se encontré que las dimensiones espermaticas de Lepus californicus
fueron menores (Cuadro 3). La longitud (8.63+0.30 um) y el ancho (5.88+0.25 um)
de la cabeza de espermatozoides de Romerolagus diazi, fueron significativamente
mayores (p<0.05) que las mismas dimensiones en Oryctolagus cuniculus 'y en
Lepus californicus. La longitud total de la cola fue semejante en O. cuniculus y R.
diazi (47.00+3.3 y 46.07+2.19 um), mientras que en L. californicus fue

significativamente menor (p<0.05, 41.45+3.06 um).

El ancho y largo de la cabeza de espermatozoides de O. cuniculus,
fueron similares a los reportados (4.58-4.88 um, 8.02-8.47 pm, respectivamente)
(Bedford,1963), mientras que la longitud del acrosoma (4.29-4.60 um) fue menor.
El largo de la cola y la longitud total, asi como la longitud de la pieza media es
similar a lo reportado (49.5 um, 58.02 um y 8.81 pm respectivamente) (Cummins

y Woodall, 1985).

8.5 Reaccion acrosomal espontanea e inducida con ionéforo
A23187

Los espermatozoides de cabeza de epididimo de O. cuniculus y R. diazi,
tuvieron reacciéon acrosomal en proporcion similar (0.8 y 1.0% para la reacciéon
acrosomal espontanea y 2.5 y 3.5% para la inducida, respectivamente). Los
espermatozoides de cuerpo y cola de epididimo de Romerolagus diazi tuvieron
una significativa mayor (p<0.05) proporcién de reaccién acrosomal en

comparacion a los espermatozoides de Oryctolagus cuniculus (Figura 7 y Cuadro
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4). Los datos de O. cuniculus concuerdan con lo reportado para espermatozoides

reaccionados por induccion con A23187 (15+4%) (Garcia ef al., 2001).

Figura 7. Espermatozoides de Oryctolagus cuniculus (A) y Romerolagus

diazi (B) con reaccion acrosomal (flechas), fotografiados en microscopio de

luz y amplificados a 740X.
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Cuadro 4. Porcentaje de reaccion acrosomal de espermatozoides
epididimarios de Romerolagus diaziy Oryctolagus cuniculus
después de 6 h de capacitacion.

Espontanea

O. cuniculus R. diazi
0.8+0.3? 1.0+0.62
1.310.4° 2.4+0.5°
2.5+0.4° 4.0+1.0°

Inducida con A23187
O. cuniculus R. diazi

2.5+0.6° 3.5+0.7°
2.010.2 3.5+0.7°
15.0+1.9° 23.4+2.8°

Los nimeros expresan el promedio + desviacion estandar de los datos obtenidos de la

determinacién de n sujetos.

Letras diferentes en la misma fila indican la existencia de diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) entre las especies de lagomorfos, obtenidas por Andlisis de varianza

de una via y prueba de Mann-Whitney.

En el caso de la reaccién acrosomal inducida con A23187 a los resultados obtenidos se les ha
restado el porcentaje de reacciones acrosomales espontaneas.

a b

8.6 Movilidad

Los espermatozoides de cuerpo de epididimo por su reducido numero no
pudieron ser evaluados, por lo que se presentan Unicamente los resultados
obtenidos de cabeza y de cola del epididimo.

El porcentaje de espermatozoides méviles de cabeza de epididimo
disminuye durante las primeras horas de capacitacion y llega a ser casi nulo a las
3 h. Los espermatozoides de cabeza de epididimo de R. diazi tuvieron
significativamente (p<0.05) mayor movimiento que los de O. cuniculus a las Oy 3

h (Figura 8). La movilidad mostrada por los espermatozoides de la cabeza del
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Figura 8. Porcentaje de movilidad (tEE) de
espermatozoides de cabeza y cola de epididimo
durante 6 h de capacitacion.

100.0 -
Cola

0O Romerolagus

@ Oryctolagus

Cabeza
*

% de movilidad

0.0

Tiempo de capacitacion en horas.

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre espermatozoides de ambas especies y
regién epididimaria, obtenidas por Anélisis de varianza de una via y de Mann-Whitney.
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epididimo es poco consistente, lo que demuestra la necesidad de un tiempo de
permanencia mayor en el epididimo para su maduracion.

El porcentaje de movimiento progresivo, disminuyé conforme transcurrié el
tiempo de incubacion. Los espermatozoides de cola de epididimo de Oryctolagus
cuniculus tuvieron inicialmente mayor movimiento progresivo que los de
Romerolagus diazi. Estos ultimos fueron mas consistentes, de manera tal que a
las 6 h de incubacion, los espermatozoides de O. cuniculus, tuvieron valores
menores (Figura 9). La disminucién en la movilidad progresiva de los
espermatozoides epididimarios durante su capacitacion también ha sido sefalado
por Suarez et al., 1992.

La velocidad de la trayectoria promedio (VAP) fue mas consistente en los
espermatozoides de cola de epididimo de R. diazi, siendo estadisticamente
diferente (p<0.05) con respecto a los de O. cuniculus a las 3 y 6 h de capacitacion.
Los espermatozoides de cabeza de epididimo de R. diazi mostraron mayor VAP a
las 3 y 6 h de capacitacion (Figura 10). La literatura indica que la VAP debe
aumentar conforme ocurre la capacitacion. Para espermatozoides de cola de
epididimo de conejo capacitados debe de ser de 120 a 135 pym/seg (Suarez et al.,
1992).

La velocidad de progresion (VSL, Figura 11) se comportd de manera similar a la
VAP: un patron mas consistente para los espermatozoides de cola de R. diazi,
sin embargo lo esperado era una disminucion de esta velocidad conforme
transcurrié el tiempo de capacitacion, ya que el espermatozoide capacitado y en
proceso de hiperactivacion tiene trayectorias menos lineales (Kay y Robertson,

1998).
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Figura 9. Porcentaje de movimiento progresivo de
espermatozoides de cabeza y cola de epididimo durante

Cabeza

Cola

6 h de capacitacion (XtDE) .

O Romerolagus
B Oryctolagus

Tiempo de capacitacioén en horas
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Figura 10. Velocidad de la trayectoria promedio
(VAP) de espermatozoides de cabeza y cola de epididimo

Cabeza

Cola

durante 6 h de capacitacion (XtEE) .

O Romerolagus

B Oryctolagus

*

1 3 6
Tiempo de capacitacion en horas

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre espermatozoides de ambas
especies y region epididimaria, obtenidas por Analisis de varianza de una via y de Mann-

Whitney.
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Figura 11. Velocidad de progresién (VSL) de
espermatozoides de cabeza y cola de epididimo
durante 6 h de capacitacion (XtEE).

O Romerolagus
* B Oryctolagus

120.0

Cola

*

Tiempo de capacitacion en horas

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre espermatozoides de ambas
especies y region epididimaria, obtenidas por Anélisis de varianza de una via y de Mann-
Whitney.



La disminucion de la velocidad curvilineal (VCL, Figura 12) de los
espermatozoides epididimarios de Oryctolagus cuniculus fue mas drastica que los
de Romerolagus diazi. Esta velocidad debié aumentar conforme el tiempo de
capacitacion, para al final ser de 25 a 70% mayor que la velocidad inicial
(Robertson et al., 1988 y Suarez et al., 1992).

Al inicio del periodo de incubacion, los espermatozoides de cabeza de
epididimo en ambas especies, tuvieron valores similares para el desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH, Figura 13), al paso del tiempo, descendieron
bruscamente para los de cabeza de epididimo y de manera menos pronunciada
para los de cola. Se esperaba que ALH aumentara con el tiempo de capacitacion,
la literatura sefiala un aumento de hasta 100% (Robertson et al., 1988).

La frecuencia de cruce del flagelo (BCF, Figura 14) es el unico parametro
en donde los valores de los espermatozoides de cola de epididimo de O. cuniculus
son mayores a los de R. diazi. Al momento de que el espermatozoide va
adquiriendo su hiperactividad y sigue una trayectoria poco lineal, en forma de
“ocho”, o de “estrella” (Robertson et al., 1988), la posibilidad de cruce de la
trayectoria curvilineal y la de linea recta, disminuye, y de esta manera debiera
también hacerlo la BCF, lo que en el presente trabajo no se encontré.

El porcentaje de rectitud (STR, Figura 15) y linealidad (LIN, Figura 16)
aumenté de manera similar, en los espermatozoides de cola de epididimo de
ambas especies. Sin embargo, lo esperado era la disminucion de estos

parametros, conforme transcurrié el tiempo de incubaciéon. Tanto
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Figura 12. Velocidad curvilineal (VCL)
de espermatozoides de cabeza y cola de epididimo
durante 6 h de capacitacion (XtEE).
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150.0 -
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0.0

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre espermatozoides de ambas
especies y region epididimaria, obtenidas por Andlisis de varianza de una via y de Mann-

Whitney.

O Romerolagus
B Oryctolagus

1 3
Tiempo de capacitacion en horas.

46



Figura 13. Amplitud del desplazamiento lateral de la
cabeza (ALH) de espermatozoides de cabeza y cola de
epididimo durante 6 h de capacitacion (XtEE).
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*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre espermatozoides de ambas
especies y regién epididimaria, obtenidas por Andlisis de varianza de una via y de Mann-
Whitney.
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Figura 14. Frecuencia de cruce del flagelo (BCF) de
espermatozoides de cabeza y cola de epididimo
durante 6 h de capacitacién (XtEE).

Cabeza

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre espermatozoides de ambas
especies y region epididimaria, obtenidas por Anlisis de varianza de una viay Mann-

Whitney.
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Figura 15. Porcentaje de rectitud (STR) de
espermatozoides de cabeza y cola de epididimo
durante 6 h de capacitaciéon (XtEE).

Cola
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Tiempo de capacitacion en horas.

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre espermatozoides de
ambas especies y regién epididimaria, obtenidas por Andlisis de varianza de una
via y de Mann-Whitney.
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Figura 16. Porcentaje de linealidad (LIN) de espermatozoides
de cabeza y cola de epididimo durante
6 h de capacitacion (XtEE).

100.0 - O Romerolagus
@ Oryctolagus

*

0 1 3 6
Tiempo de capacitacion en horas

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre espermatozoides de ambas especies y
regién epididimaria, obtenidas por Analisis de varianza de una via y prueba de Mann
Whitney.

Robertson et al. (1988) como Suarez ef al. (1992) sefialan una disminucion del

50% en STR y LIN.
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9. DISCUSION

El promedio (+ desviacion estandar) de la masa corporal en Romerolagus
diazi esta dentro de lo reportado (418 g) (Cervantes et al., 1990). El promedio de
masa corporal para las liebres de cola negra fue 2250+320 g, como las del sur de
Arizona que pesan 2475 g (Best, 1996), y para el conejo domeéstico de 35204250
g, similar a lo reportado (3470 a 3850 g) (Bencheik, 1995). El peso de los
testiculos de Oryctolagus es similar a lo reportado (6.06 g) (Kenagy y Trombulak,
1986), sin embargo los pesos de los testiculos de Lepus californicus y de
Romerolagus diazi no pudieron ser contrastados por carecer de ellos en la
literatura, lo que refuerza la necesidad de generar el conocimiento basico de su

biologia reproductiva.

De los datos del presente trabajo, podemos decir que los lagomorfos, al
menos los lepdridos, expresan en la forma de su cabeza espermatica, el tipo
sugerido como ancestral (Bacceti, 1986; Cetica ef al., 1993, 1998), es decir,
redondo/ovoide, y que la morfologia y dimensiones espermaticas, estan altamente
conservadas en las tres especies estudiadas. El que la cabeza de los
espermatozoides en Romerolagus diazi sea ovoide y en Oryctolagus cuniculus
y Lepus californicus sea elipsoidal, apoya el argumento de que el zacatuche es
mas primitivo que otras especies actuales de conejos y liebres (Barrera, 1966;

Corbet, 1983; Velazquez et al., 1993).

Se ha postulado que en los mamiferos, particularmente en los euterios,
existe una correlacion negativa entre el tamafio espermatico y la masa corporal, lo

cual no existié en los lagomorfos aqui estudiados, siendo esto similar a lo
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reportado para artiodactilos, carnivoros y primates. Si consideramos la necesidad
energética requerida por el organismo para la generacion de los espermatozoides
y la disyuntiva de las especies por tener pocos espermatozoides grandes o
muchos pequefios, y dependiendo ademas de las caracteristicas del patron
copulatorio, es posible que los lagomorfos opten por producir muchos
espermatozoides aunque de tamano pequefio, comparativamente con otros
mamiferos, como los roedores, donde los espermatozoides miden de 100 um a

200 um (Ambriz et al., 2002; Cummins y Woodall, 1985).

En los euterios existen pocas especies, que poseen espermatozoides con
cabeza grande, acrosoma pequefio y cola corta (Cetica ef al.,, 1993, Cummins y
Woodall, 1985; Fawcett, 1970, 1975), sin embargo, esto fue lo caracteristico en
los espermatozoides estudiados. Se ha mencionado que el largo y el ancho de la
cabeza espermatica en los armadillos Priodontes maximus y Chetophractus
villosus (Cetica et al., 1993) y en la musarana asiatica Suncus murinus (Cummins
y Woodall, 1985), son los mayores entre los euterios, sin embargo, la longitud
relativa de las cabezas de los espermatozoides de Romerolagus diazi (15.9%) y
Lepus californicus (16.8%) no son diferentes de la longitud relativa de la cabeza
de P. maximus (17%) y Ch. villosus (16.5%). Es necesario mayor estudio para la
comprension del significado fisioldgico de estos datos, mismos que podrian estar
relacionados con los mecanismos de compactacion nuclear durante la
espermatogénesis, con la migracién espermatica en el tracto reproductor

femenino y con la fertilizacion luego de la induccion de la ovulacién por el coito.
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La longitud espermatica total en las tres especies de lagomorfos
estudiadas, especialmente en Lepus californicus, es menor que la mayoria de lo
reportado para otros euterios, solo el orden artiodactila, tiene espermatozoides
mas pequenos (50.8 um contra 53.4 pm) (Cummins y Woodall, 1985; Roldan et

al., 1992).

Por otro lado, estudios experimentales han mostrado que en sistemas de
reproduccion poliandricas (Clutton-Brock, 1989; Kenagy y Trombulak, 1986),
existe una presion selectiva a favor de los machos dominantes y pueden
depositar mas espermatozoides con capacidad fertilizante en la hembra (principio
de “raffle”) (Agren, 1990; Dewsbury, 1984; Huck ef al., 1985; Parker, 1982; Roldan
et al., 1992). Aunque el numero total de espermatozoides depositados en la
hembra puede depender de la habilidad del macho para aumentar sus
apareamientos, es mas determinante el numero de espermatozoides eyaculados
por coito y la frecuencia de cépula, los cuales dependeran de la eficiencia de la
espermatogénesis y de los tiempos de maduracion y almacenamiento de los
espermatozoides en el epididimo. Bacceti (1986) propone que en los sistemas
donde la competencia espermatica es importante, la produccion de
espermatozoides pequenos, requiere de menos recursos metabolicos y permite
producir un numero mayor de espermatozoides para ser depositados en un solo
coito. Los datos de la presente investigacion apoyan el “principio de raffle” porque
los espermatozoides de Lepus californicus (especie poliandrica), son
significativamente (p<0.05) mas pequenos que los espermatozoides del conejo de

laboratorio Oryctolagus cuniculus, sin embargo, las células espermaticas de
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Romerolagus diazi, presumiblemente poliandrico, no son significativamente
(p>0.05) mas pequerias que las de O. cuniculus. En contraparte, Gomendio y
Roldan (1991) y Roldan et al., (1992) encontraron que los espermatozoides de
especies poliandricas tienden a ser de mayor tamano que los de especies
monoandricas, sugiriendo que los espermatozoides pequenos no confieren

ventajas durante la competencia espermatica.

Harcourt et al. (1981) propusieron que el tamano testicular relativo debe ser
considerado un elemento importante de los sistemas de reproduccidn. Esta
propuesta puede ser aceptada en el caso de los machos poliginos, en los cuales la
competencia espermatica debe acompanarse de una alta frecuencia de copula y
produccion de esperma, lo cual requiere un aumento del peso testicular. En
ausencia de competencia espermatica (machos mondégamos) o en sistemas de
poliginia extrema (un solo macho fertiliza a numerosas hembras), el tamano
relativo de los testiculos tiende a ser menor. De los 3 lagomorfos aqui estudiados,
el tamano testicular relativo fue similar para R. diazi y para L. californicus y
significativamente mayor (p<0.05) que para O. cuniculus, por lo que estos datos,
sugieren que la competencia espermatica no ocurre en el conejo domeéstico, y que

existe en L. californicusy en R. diazi.

La posibilidad de almacenar mayor numero de espermatozoides maduros
en el epididimo es otra caracteristica de las especies que tienen competencia
espermatica, en ellas es importante evaluar las reservas epididimarias y
testiculares, la produccién diaria de esperma y la capacidad de almacenamiento

del epididimo. Estas variables se han registrado en distintas especies animales,
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incluyendo el conejo Oryctolagus cuniculus, el cual produce cerca de 210x10°
espermatozoides diariamente y cuya reserva de espermatidas representa
3.43+0.03 dias de produccién de esperma (Amann y Lambiase, 1969; Orgebin-
Crist, 1968). La naturaleza del presente estudio, no permitio realizar esas
mediciones. Sin embargo, si consideramos el numero total de espermatozoides
recuperados de la cola del epididimo, expresado como millones de células por
gramo de testiculo, los presentes resultados indican que la funcién
espermatogénica testicular es mayor en Romerolagus diazi (132+18x10° células
espermaticas por gramo de testiculo) y Lepus californicus (123+22 x10°) que en
Oryctolagus cuniculus (65+16 x10°). La capacidad de almacenamiento en la cola
del epididimo es mas de dos veces mayor en L. californicus que en R. diazi 0 en
O. cuniculus. Si consideramos la capacidad de almacenamiento del epididimo en
relacion a su tamario (millones de espermatozoides por gramo de masa humeda)
no existen diferencias entre L. californicus y R. diazi, mientras que la capacidad de

almacenamiento de la cola del epididimo en O. cuniculus es menor.

Kenagy y Trombulak (1986) encontraron en mamiferos, una relacion
alométrica entre la masa corporal y la masa testicular. Esta relaciéon queda
establecida por la funcién Y=0.035X°7?, donde Y representa la masa de ambos
testiculos en gramos y X la masa corporal en gramos. Aplicando esta formula a los
datos del presente trabajo, es posible mostrar que el valor calculado para Lepus
californicus y para Romerolagus diazi se ajusta a esta propuesta, no asi para
Oryctolagus cuniculus, sin embargo se considera, el peso promedio de

individuos silvestres (1537+210 g) (Boyd y Myhill, 1987; Delibes y Calderén, 1979)

55



si se ajusta. Al respecto es importante mencionar que la domesticacion de las
especies y en concreto la seleccion de individuos con caracteres deseables para
beneficio del hombre, como es la prolificidad, precocidad y el rendimiento

carnico, ha llevado a la modificacién de los parametros reproductivos originales.

Cohen (1983) postul6 que las células espermaticas pueden producirse en
gran numero pero muchas de ellas con defectos. Sin embargo, en el presente
estudio no se observaron anormalidades morfoldgicas particularmente en Lepus
californicus, la especie con mayor numero de espermatozoides en la cola del
epididimo.

La mayor frecuencia de gota citoplasmica en los espermatozoides
recuperados de la cola del epididimo de R. diazi indica que la maduracion de sus
espermatozoides, tiene lugar en segmentos mas avanzados del epididimo que en
otros lepdridos. Esta maduracion tardia podria ayudar a explicar la importante

proporcién de espermatozoides decapitados encontrados en R. diazi.

Se sabe que el numero de camadas por ano y hembra constituye uno de los
aspectos mas importantes para el éxito reproductivo, especialmente en especies
con poca participacion parental en el cuidado de los crios como es el caso de los
lagomorfos (Boyd y Myhill, 1987) o en donde las poblaciones de adultos en
condicién reproductiva estan fragmentadas, como en el caso de R. diazi (Lopez
Forment y Cervantes-Reza, 1981; Velazquez et al., 1996). Bajo estas
circunstancias es ventajoso que se maximice la produccion de crias, lo cual puede
lograrse por la corta duracién de la gestacion, el aumento en el nimero de crias

por camada y, sobre todo, una larga época reproductiva. En Romerolagus diazila
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gestacién es mayor que en la mayoria de las especies de Sylvilagus y Ochotona y
el tamafo de sus camadas es pequefio, en promedio 2.07 crias por camada segun
Cervantes-Reza (1982) o 2.7 segun Matsuzaki ef al. (1996), compensando esto
con reproduccion durante todo el afio (Cervantes-Reza, 1982; Cervantes et al.,

1990; Matsuzaki et al., 1982; 1996).

Respecto a la reaccién acrosomal espontanea e inducida, nuestros datos
para espermatozoides de cola de epididimo de Oryctolagus cuniculus (2.5y
15.0%), concuerdan con lo reportado (Garcia ef al., 2001), lo que avala el
sistema empleado. El que los espermatozoides de cuerpo y cola de Romerolagus
diazi mostraran reaccion acrosomal inducida y espontanea, indica su tolerancia
al sistema de incubacién e induccion empleado, y el que fuera mayor (mas del
60%) que la mostrada por los de O. cuniculus, denota su mayor capacidad de
respuesta ante el agente inductor empleado (ionéforo A23187). Esto podria
implicar una mayor eficiencia de sus poblaciones espermaticas para el éxito
reproductivo. El que el peso relativo de sus glandulas sexuales accesorias fuera
significativamente diferente (p<0.01) al las de O. cuniculus hace pensar que su
participacion en el semen y en consecuencia en la fisiologia espermatica sea
diferente, y que tal vez esto tenga implicaciones reproductivas especie especificas

de relevancia.

La movilidad de los espermatozoides de Romerolagus diazi resulté mas
consistente y de mejores valores (VAP, VCL, VSL, ALH, BCF, LINy STR) que la
de los de O. cuniculus y en ambas especies tendid a disminuir conforme

transcurrié el tiempo de capacitacion. Los espermatozoides de cola de epididimo
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de O. cuniculus, tuvieron mayores valores iniciales de velocidad (VAP, VCLy
VSL) en comparacion con los de R. diazi, pero posteriormente fueron
disminuyendo drasticamente, para terminar por debajo de los registrados para R.
diazi. Este movimiento espermatico consistente en R. diazi, posiblemente esté
relacionado con una mayor estabilidad membranal del flagelo espermatico, como
por ejemplo mayor presencia de puentes disulfuro (Yanagimachi, 1994). Sin
embargo el que los espermatozoides de Romerolagus diazi, hayan reaccionado
acrosomalmente en mayor cantidad que los de Oryctolagus cuniculus, podria
sefalar un patrén diferencial de la composicion y dinamica de la membrana

plasmatica a nivel del flagelo en comparacién con la del acrosoma.

El que la ALH (Amplitud Lateral Head) y BCF (Beat Cross Frequency) , se
mantuvieran con valores superiores desde el inicio, hasta el término de la
capacitacion en los espermatozoides de O. cuniculus, en comparacion a los de R.
diazi, indica que la onda de batimiento y curvatura del flagelo de sus
espermatozoides es mayor, lo que refuerza la idea de la mayor estabilidad

membranal (rigidez) del flagelo de los espermatozoides de R. diazi.

Por otro lado los patrones de movilidad aqui encontrados, no dan evidencia
de un patron caracteristico de hiperactivacion espontanea. Los espermatozoides
en capacitacion se hiperactivan paulatinamente y por subpoblaciones, iniciando
unos cuantos y, en caso de ser estimulados, hasta llegar al 80% de ellos (Kay y
Robertson, 1998). Este patrén de movimiento hiperactivo, permite al
espermatozoide realizar movimientos muy vigorosos para desprenderse de las

criptas oviductales y para mejor penetracion a través del medio viscoso del
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liquido oviductal, asi como para penetrar la cubierta viscoelastica (células
cumulus y zona pelucida) que rodea al ovocito (Lefebvre y Suarez, 1996; Rathi

et al., 2001; Suarez y Dai, 1992).

Finalmente, es conveniente senalar que el presente estudio es
particularmente importante por ser el primero que describe caracteristicas del
espermatozoide, glandulas sexuales, testiculos y epididimos de Romerolagus
diazi y de Lepus californicus y que a traveés de esta informacion permite plantear
nuevas directrices para estudios en pro del conocimiento de la reproduccién

natural o asistida de estas especies.
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10. CONCLUSIONES

El analisis comparativo aqui presentado, demostré una mayor masa
relativa, testicular y epididimaria, asi como mayor concentracién espermatica
expresada por gramo de testiculo o de cola del epididimo en L. californicus y R.
diazi. La masa relativa de las glandulas sexuales accesorias fueron también
mayores en Romerolagus diazi, que para Oryctolagus cuniculus, recordando con
ello, las semejanzas que otros autores han reportado para R. diazi y las liebres,

mas que con otros conejos.

Se encontré ademas que los espermatozoides de R. diazi tienen una
forma mas ancestral (ovoide). Los espermatozoides de L. californicus son los mas

pequenos y presentan un acrosoma menos visible.

Los espermatozoides de R. diazi, tuvieron tolerancia al medio de Brackett y
Oliphant, y a las condiciones de incubacion especificas para O. cuniculus.
Mostraron un patrén de movilidad in vitro mas estable durante las 6 h de
incubacion y con mayor capacidad para responder a la induccién de la reaccion

acrosomal, en comparacion a los espermatozoides de Oryctolagus cuniculus.

Finalmente, la trascendencia del presente estudio no sélo es hacia el
conocimiento basico de la reproduccién de las especies referidas, sino que aporté
elementos del manejo de los gametos masculinos, para futuras acciones de
reproduccion asistida, especialmente en especies que, como Romerolagus diazi,

enfrentan la grave amenaza de su extincion.
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12. ANEXO

Rango de la masa de testiculos, epididimos y glandulas sexuales accesorias
de tres especies de lagomorfos.

* peso de un érgano.
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Rango de concentracion (x10°) de los espermatozoides
obtenidos por region epididimaria

Oryctolagus Lepus Romerolagus
cuniculus californicus diazi
n=11 n=8 n=5
Cabeza 13-63 53 - 220 15-28
Cuerpo 4-13 55-29 2-13
Cola 65 — 300 216 - 920 103 - 225

Rango de concentracién (x10°) de los espermatozoides
de cola de epididimo

Qryctolagus Lepus Romerolagus
cuniculus californicus diazi
n=11 n=8 n=5

por g de 22 - 109 101 - 314 88 - 260
testiculo
por g de
cola de 51 - 259 410 - 1362 288 - 1019
epididimo
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RESUMEN

Se hizo un astudio parativo del aparaio reproduct lino entra tres especies de lagomorios:
el congjo zacatuche (Romerolagus diazi), la liebre cola negra (Lepus californicus) ¥ el conejo doméstico
(Oryctolagus cunicuius). Se extrajo el aparato reproductor de los especimenes sacrificados y los

testiculos, epididimoas y gldndul as fueron alslados, liberados det tefido conectivo
v dos. Los ides de la cola del epididimo fueron obtenidos por fetropertusién, contados,
fijados y jidos, utilizando técni forogrificas. La masa testicular no estuve relacionada con la
mase corporal y, derada como p aje en relacidn a la masa corporal, fue mds de dos veces

mayor en L. californicus v R. disz/ que en O, cuniculus. Lo masa epididimariz, expresada mo
porcentaje de la masa corporal, fue mis grande en A. diazi que en L. californicus y en O,

Hube més espermatozoides, en’ls cola oel epididimo, de L. californicus que en R. diszi o en O.
cuniculus, € largo v ancho de la cabezs espermétice de R. diaz/, superaron a 108 de O, cuniculus v L.
californicus. Le lonitud total y el large de ls cola espermética, fueron similares en O. cuniculus v R.

aiszi, mi que los esper ides de L. californicus fueron menores.
Los dates que se presentan en este estudio. son 1os primeros itativos de testiculos, epididimas,
glandulae soxuales sy atozoid de P de lagomorios silvestres de

Norteameérnca. i "
Pslabras Clave: Romerolagus diazi, Lepus californicus, Oryclolagus cuniculus, espermatozoides,
epididimo, glandulas sexuales accesoriae, testiculos, lagomortos, reproduccién.

ABSTRACT

A comparative slwdy of the male reproductive organs and spermatozoas from theee lagomorphs
species, the volcano rabbit or Zacatuche (Romerolagus diaz). 1he black-talled hate (Leous californicus!
snc the gomestic rabbit (Oryerolagus cuniculus), was conducted. The animals were euthanased and
thair reproductive organs d. Testes, epidid and accessory sexual glands were isoiated,
removad of any of connective ang other tissues and weighed, Caudal spermatozoa were cotained from
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the epididymal twil, counlec, lixed and measured. The testucular mass was not related to Dody Mass,
but when consicered as @ percentage of body mass. the values for L. califarmicus end R, disz were
wice @t large as that oetermined for O cumicwiug. The epdidymal mass, when expressed 8s &
percentage of the Dody mass, was mghest in A. dia2/ and smallest 10 O. cunicuius. Spermatozon counts
from the epidiayma: tail were larger in L, californicus than in R, diaz or 0. eunicplus. Lengins and
widths ! the spermatczes head tram A, digz/ were larger 1hen from O. cuniculus and L. calitornicus.
Total longth and ‘tail lenptn of caudal spermataroa from O. cunicuwlus ard R, disz/ were tound to be

similar but larger than Those d from L. californicus. This is the fire1 such quantitative anc
comparative study of wild lagomarphs species from North Amnu
Key Words: Romerolagus disz:, Lepus calif Ory g fus, sp opidid

testes, accossory sexual glancs, lagomorphs, reproduction.
INTRODUCCION

El orden Lagomorta comprende alrededor de B0 especies, clasificadas en dos
grandes familias: Leporidae (liebres y conejos) y Ochotonidae (pikas). Los
lagomorfos son pequenos mamiferos que, en las cadenas ecoldgicas, constiluyen
la fuente principai de slimento para muchos depredadores y contribuyen & le
regulacion de poblaciones de plantas y la diseminacién de semillas. Ademas,
forman parte de |& dieta de muchos habitantes en el medio rural ICervamas &
Gonzélez 199€).

México es e! pais dei continente americang, con mayor numero de especies de
lagomorfos: 10 de conejos {nueve del género Sylvilagus y 1 de Romerolagus) y
cinco de ‘iebres del género Lepus. Ocho de estas especies son endémicas y tienen
una distribucién restringida. A pesar de que algunas especies, como Lepus
californicus, son consideradas perniciosas debido al impacto de sus poblaciones
sobre la agricultura v la produccion animal (Best 1896, Cervantes & Gonzélez
1996). otras especies son poco comunes y estdn amenazadas o en peligro de
extincion.

En Ia Iisie roja oe la Unién Internacionel para Conservacion de la Naturalezs
{IUCN} estan registradas ocho especies de lagomorfos mexicanos, tres de ellas (A.
diazi, S. graysoni v L. fiavigularis) en peligro de extincién y una (S. insonus)
criticameme en peigro (Cervantes 1983). Por este razdn, el estudio de los
isgomorios mexicanos, entre ellos el de sus caracteristicas reproductivas, deberia
ser una prioridad.

Romerolagus diazi iteporingo, conejo de los volcanes o zacatuche) es endémico
v relicto de Méxice (Hibbard 1963, Barrers 1966, Thornback & Jenkings 1884,
Hoth et a/. 1987 Velazauez 1994), es ademas un conejo atipico, con numero
cromosomico y pericde de gestacion similar al de las especies del género Lepus
(Lopez-Forment & Cervantes 1981, Veldzquez et a/. 1993, 1996). A. diazi tiene
un hibitat resiring:de al bosque de pino asociado ai zacaton, por 8 arriba de los
2,000 msnm, er coalzo volcanes al sur ge la ciudad ce México, cuva extension
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es menor @ 250 km* (Veldzquez 1894). El hecho de que su biologia reproductiva

sea poco conocida, restringe la posibilidad de plantear un programes de
conservacion adecuado, a8 pesar de los esfuerzos que se han llevado a cebo para
su reproduccion an cautiverio {Granados 1981, Cervantes 1982, Lindsay 1982,
Matsuzaki er a/. 1982, Hoth & Granados 1987).

Lepus californicus es la méas comun de las liebres que habitan en nuestro pals,
se distribuye en Bajs California y en la zana norte y centro del pais. La cuenca de
México parece ser el limite sur de su distribucién. L. californicus habita
principalmente en regiones éridas y zonas de pastizales donde le cubierta vegetal
se ha reducido. Sus poblaciones son abundantes, debido a que también puede
habitar en campos de cultivo. Se permite su caceria y permanece sin riesgo
(Haskel! & Reynolds 1847, Cervantes 1993). A pesar de esta amplia distribucién,
su biologia reproductiva ha sido muy poco estudiada.

Oryctolagus cuniculus tiene su distribucion natural en Europa, aunque por su
domesticacion se le puede encontrar en casi cualquier parte de mundo. La raze de
0. cuniculus domesticado mas difundids es la Nueva Zelanda blanco (Boyd &
Myhill 1987, Bencheikh 1995, Trout & Smith 1995} ya que es utilizada como
animal de consumo y de laboratorio. Su reproduccién, junto con otros aspectos de
su biologle, han sido ampliamente estudiados y con frecuencia sirve como
referencia para comparar los de otros lagomorfos, existiendo un vacio de
informacién en torno a las semejanzas y diterencias en relacién con los lagomorfos
mexicanos.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar slgunas estructuras anatomicas del
aparato reproductor masculino (testiculos, epididimos y gléndulas accesorias} de
dos especies de lagomorfos mexicanos (R, diaz/ v L. californicus) y la especie
europea (0. cuniculus), comparando ademas, la morfometrla de sus
espermatozoides.

MATERIAL Y METODOS

Se¢ utilizaron 11 conejos Nueva Zelanda blanco (0. cuniculus) adultos, de
fertilidec comprobada y sexugimente activos. Los animales provenian del bioterio
de & Universidad Auténome Metropolitana-lztapalapa, donde permanecieron
alojacos a Temperature ambiente promedio de 26°C, conciclosde 12 hrs juzy 12
hrs oscuridad; alimentados con "pellets” (Conejing, Puring, Méxice, D.Fl y agua
ad libitum. Para la obtencién oe los 6rganos reproductores, los ejemplares fueron
sacrificados por sobredosis e pentobarbital sodico (Anestesal®, Bayer, México,
D.F.} administrado por via intraperitoneal. Se disecaron los testicuios con sus
epididimos v conductos deferentes, y las gldnduias sexuales accesorias.
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Cinco R. diaz/i machos, adultos, fueron capturados entre tfebrero y julio
{sexualmente activos), en el volcan El Pelado en 12 region de Parres, Delegacion
de Tlalpan, México D.F. ipermisoc DOO 750-2618/97, SEMARNAP}. Los animales
fueron llevedos al iaboratorio, donde se sacrificaron siguiendo el mismo
procedimienio que se apiico a los ejemplares de 0. cuniculus y se obtuvieron los
mismo organos y glanaulas,

Ocho especimenes de L. californicus fueron obtenidos a través de caceria en el
mes de junio (sexuaimente activos), en la zona desértica del norte de Durange. Sus
testiculos con epididimos, fueron extraioos /i /v, congelaagos en nitrégeno liquioo
y transportados al laboratorio.

Los 1testiculos con epididimos (frescos de 0. cuniculus yv R, diazi vy
descongelados de L. californicus) tueron perfundidos & través de la arteria
espermatice con 1 ml de medio de Bracketi-Oliphant (Brackett & Oliphan: 1975,
Baker er a/. 1986) suplementado con 0.3% de albumina sérica bovina {Sigma Co.,
St Louis, MO, EUA). Se disecaron los testiculos, los epididimos y las gldndulas
sexuales accesorias, y se pesaron por separado.

Las regiones de los epididimos fueron delimitadas por dobles ligaduras vy
cortando entre ellas pare separar cabeza, cuerpo y cola con el conducto deferente.
Fosteriormente se. pesaron. Los espermatozoides contenidos en la cola del
epididimo fueron recuperados por retro-perfusion con 1 ml de medio de Brackett-
Oliphant, & través de! conducto deferente. Los espermatozoides fueron lavados y
su numero evaluado, siouiendo los métodos de la Organizacion Mundial de la Salud
{WHQ, 1987).

Ung alicuota de la solucion con espermatozoides fue fijada con una mezcla de
glutaraldehido/paratormaldehido (Baker er a/. 1986) y usada para hacer un frotis
&n un portaobjetos tefioo con eosina/nigrosina (Adelman & Cahill 1989). Los frotis
fueron observacos y fotografiados con un aumento finai de 2400X, utiizando un
microscopio Zeiss (Axiophot) con contraste de fases. Los espermatozoides se
midieron en las totografias. Para reducir el error en las mediciones, estas tueron
reslizadas por dos persenas entrenadas, en cuatro laminillas independientes parz
cacs especie. Cado persona midio tres veces 50 células espermaticas, comparando
los resultados en cace :eminilla. Bajo estas condiciones el error intra-observador
fue menor ae 2% y e error. inter-observagor, menor gei 5%. En total 200
espermalozowaes fueres medidos, por triplicado, pare cace una oe las especies.

Los datos ohtenidos jueron comparades con la pruebz t ae Student y por
ANDEVA oe une via. Fare determinar diferencias, se utilizé la prueba de Tukey,
togo elic con el programe estadistico de computadors Sigmastat® (Jande!

Corporation),
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RESULTADOS

1. Caracteristicas de los testiculos, epididimos y gléndulas sexuales accesorias

El promedio (= desviacion estéandar) de la masa corporal en R. diazi fue 486 =
90 g (Tabla 1), Es posible que estos animales tuvieran alrededor de cinco meses
de edad a considerar por los datos publicados por Matsuzaki er &/. (1982, 1896)
sobre el crecimiento de R. diaz/ nacidos en cautiverio, El promedio de masa
corporal para las ocho liebres de cola negra fue 2250 = 320 g vy para el conejo
doméstico de 3520 = 250 g. Todos los especimenes mostraron los testiculos
escrotados (Fig. 1).

La masa testicular no tuvo relacién directa con la masa corporal {Tabla 1}, sino
que fue significativamente mayor en Lepus (8.48 = 0.87 gl que en Orycrolagus
(5.76 = 0.65 g) y en Romerolagus (1.88 = 0.20 g). Cuando la masa testicular se
expresé como porcentaje de la masa corporal, fue dos veces mas en L. californicus
(0.378 = 0.04%!) v en . diaz/ (0.393 = 0.06%) oue en 0. cuniculus (0,162 =

0.015%).

Figura 1
Testiculos v epididimos aislados vel aparato reproducior del machc Orycloiagus cumcuwivs ik, Lepus

caliormicus (B1 v Romerolagus giazi IC}. Lo 1asticulos fueron fotografiauos despues de elirinar la grase

epididimaria y el ejido conectivo, mostrangs sus 1amafos relativos (&, b. ci
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Tabila 1
Mortemetria Reprodustiva General de las tres especies de iagor
Orycroiagus Lepus
) cuniculus californicus diazi
n=11 n=§ n=5
Mass corporal ig! 3520 = 250" 2260 = 320 486 = 80°
Masa 1esticuier (g £.7¢ = D.65" E4E = O.E7 1.88 = Q.20°
Masa epigidimana® (g}

Total 2.28 = D42 1.80 = 0.3* 0.52 = 0.09
Caput 0.81 = 0.08 0.6€ =0.0¢ 0.12 = 0.04
Corpus 0.1 = 0.03 0.06 = 0.00 0.06 = 0,02
Cavaa 1.61 = 0.18 1.32 = 0.08 0,39 = 0,08

Gianduias Accesorias ig:

Total 2.25 = 0.42* ND .72 £ 018
Préstate ; G.4€ = 0.08° ND C.71 =0.02
Gléndulas Vesiculares 064 = 0.11° ND .32 = 0.06
Glandutas Seminaiex 0862 = 0.14° ND .20 = 0.04
Glandulas Bulbourotraies 048 = 0.23" ND 0.10 = 0.02

Mass testicuiar’ como

% ge lz masa corporal C.162 = 0.018" 0.378 = (.04° 0.382 = 0,08
Masa epidigimana’ come

%2 de la masa corpora’ 0.0€2 = C.008" C.0BE = 0.011* 0.108 = 0,010
Glandulas Accesorias come

L2 de |z masa corpora!

Toral 0.062° ND 0.150
Prostata 0.012* ND 0.020
Giindulae Vesiculares 0.017* ND 2.067
Gidnguias Seminaics 0.014" ND 0.042
Glandulas Bulbouretraios 6.013° ND 0.021

LEs numeres expresan el pr = desviacio éndar de ios datos cblenidos Oe |a delermmacion

ao n Sujetos,
" indich oue st utikzd el pesc de ambos 1esticulos o de ambos epididimos
s B0 Lewas diterenies oo la mismin file indican i a:nsrnma oe ciferencias estadisticemente

mnmhcnmas 0= 0,051 entre ias tres especies de lag , ob por ANDEVA de una vie
v prueba de Tukey
* o la exisienciz or cierencias i ne if vas enire ios dates obtenicos er O
cumisuivs v en B mar 2<0.01i (prugba de 1 de Stutmnti
NI nc gererminade. Los eampleces o6 [ califormicus fueron fos v 50! nie los i ¥

epdizimos fusron extraiuos v ransporados an nittdgens liquide hasia nuesito labaratoro

La masa epididimana relativa (masa epididimaria expressga como porcentaje e
is mase corporaii fue significativamente mayor {ANDEVA usande valores con
1ransformacion arcoseno! en A. diaz/ (0.108 £ 0.010% aue en L. californicus
10,086 = 0.011% v en O cuniculus 10.062 = 0.009%

Las caracieristices anmiomicas macroscopicas de (zs glandulas sexuales
zccesorias {ueron simiieres en Romerolagus v en Oryctoiegus, E! peso reiative ae
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todas las gléndulas accesorias fue significativemente mayor (pruebs usande
valores con transformacion arcoseno) en A. diazi que en O. cuniculus. Ests
diferencia fue particularmente importante en el caso de las vesiculas seminales y
oe las glandulas vesiculares. las cuales fueron tres y cuatro veces mavores,
respectivamente, en A. diszi que en O, cuniculus.

2. Nomero espermatico

Ei nimero 1018l de espermatozoides recuperados de la cola del epididimo (Tabla
2), fue mas de dos veces mayor en Lepus californicus (621 = 138 x10% que en
0. cuniculus (165 = 42 x10% o en A. diazi (165 = 49 x10%. Por otro Iado, el
nimero totlal de espermatozoidas recuperados de la cola del epididimo, expresados
por gramo de testiculo, moswé no ser significativamente diferente entre L.
californicus y R. diazi, pero fue mas grande en estas especies que en 0. cuniculus,

Tabla 2
Concentracion (10°% y dimensiones lineales (umj de los espermatozoides obtenidos de la cois

del epididimo de las tres especies de lagomorfos estudiadas,
. Lepus californicus  Romerolagus

Oryctolagus
cuniculus nesg diazi
n =*11 n=5
Espermatozoides recuperados 165 = 42' 521 = 139* 166 = 49
de |a cola o¢ un epididime i
Concentracion espermatica 65 = 16 123 = 22* 132 = 18°
por g de testiculo
Concentracién aspermatica 205 = 54* 842 = 195° 78E = 234
per p de cola de epididimo
Espermatozoides
Longitud total del esper 55.28 = 3.3%° 50.32 = 2.28" b4.61 = 2.21"
Longitud de lo cebeza £26 = 0.27* B.12 = 0D.24° B.63 = 0.30¢
Anche oe ia cabaza 4.82 = 0.2 6.38 = 0.27° 5.8 = 0.25*
Longitud del Acrosoma g =03 282 = 028 4,23 = 02F
Longitud ge 15 cola £7.00 = 3.30 41,45 = 3,06 48,07 = 2.9
Fieze media $.22 = 0,34* 6.36 = 038" 8,88 = 0,38
Componentes de la célulp
espermdtica expresados come
% ae | longitud tetal
Cabeza 14,7 16.8* 15.9°
Piaza metha 16.6 16.2 15.6
Bigze: Prinsipal 8E.3 88,2 . 68,2 '
Los numeros expresan el promedic = fzesacion estandgr ec los 4105 oDIAMIDDS O I& JeTEIMINACION

de n suelos. )
= b - Lgtras diferenes en 1B miem: ‘iz andican 2 ex:sTenci: oe diferencias ecradisucamente
sigrificativas entre las tres especias o lagomorios. ebtenigas por ANDEVA de ung w2 v pruvs de

Tukey.
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3. Caracteristicas de los espermatozoides

La forma espermatice de as tres especies es similar en muchos aspectos (Fig.
2 A, By Cl. En el piano frontal la cabezs del espermatozeide de O, cunicuius v de
L. californicus es visiblemente elipsoidal, mientras que la forme de Ie cabeza en A,
diazi es ovoide, con la parte mas ancha cerca de la porcién apical. La unién entre
lg cabeza y la pieza media, parece ser especiaimente Iabil en £. diazi, puesto que
es posible observe: numerosas cabezas aisiadas ( Fig. 3 C). Ei acrosoma es
claramente visible en 0. cuniculus y en R. diazi, pero no en L. californicus. En las
tres especies, el acrosoma cubre solo un 40% de la mitad anterior de la cabeza,
pero es significativamente mayor (60%) en R. diazi (Tabla 2). R. diazi es también
lz especie gue muestra mas espermatozoides con gotas citopldsmicas (8%
comparada con 3 y 4% para L. californicus vy O. cuniculus). Fuera de ello no
existen anormalidades morfologicas importanies en ninguna de las tres especies.

Al - B

Figura 2
Lepermatozodes de Oreziofagus cumiculus (A), Lepus californicus (B v Romerolagus digz IC!. S¢
aprecis s forma elipsoge 22 jos dos primeros y ovoidal en el &S5 oMo men sus nas

4, Tamafio espermético

Se encontro que ‘g5 dimensiones del espermatozoide de L. californicus tueron
menores {Tabla 2!. .z longitud (8.63 = 0.30 ym! vy el ancho {5.88 = 0.25 ym)
oe la cabezs del essermatozoide de A. diazi, fueron significativamente mayores
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{p<0.01! que las mismas dimensiones en 0. cuniculus y en L. californicus. Ls
longitud total de la cole fue semejante en 0. cuniculus v R. diazi (47.00 = 3.3y
48,07 = 2.19 wpm), mientras que en el espermatozoide de L. califarnicus fue
significativamente menor (41,45 = 3,06 ym).

Riitieis = 2 e e s ed o i

Figura 2
Espermatozoides aigtados de la cole del epididimo de Oryerolagus cuniculus (A), Lepus caﬁfom.lcw (B}
v ARomerolagus diezi (C!. Las flechas ingican |a p is de acr clar tefidos en O.
cuniculus v R. diazi, mientras que pars L. californicus son apenas aparemies. En la Figure 3C se sefiala
con las puntas de las flechas las espermati sin cola.
DISCUSION

La masa corporal de R. disz:, aqui encontrada (4B6 = 80 g), fue mayor & la
reportada por Cervantes er a/. en 1990 (418 g, con limites entre 387 y 480 g,
n= 231}, pero similar & la reportage por Lindsay (1982} y Matsuzaki er a/. (1882,
1996!. La masa de L. califonicus 12250 + 320 g) fue similar & la de esta especie
en el sur de Arizona curante la estacion reproductiva (en promedio 2475 g con
limites entre 1980 y 3375 g; Bes: 1898), vy a la de ias liebres en California {2000-
2950g; Best 1998 y mayor que el promedio de la masa corporal de L. californicus
en Washington {1770 g en premedio, con limites entre 1510 v 13880 g; Best
1996). Le masa corporal del conejo doméstico (3520 = 250 g} fue parecida a la
reportada por Bencheikh (1995 ge entre 3470 y 3850 g.
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No se encontraron diferencias en el temaho 1esticulsr relativo entre R. diszi v
L. californicus (0.383% vy 0.378%, respectivamente), pero el de ésios tue
significativemente mavo: que para O. cunicuius (0.162%;.

Dade que une oe las funciones principales de la cote Oel epididime es e
slmacenamientc Oe espermatozoides, podemos decir que esie capacidad es.ei
doble en L. californicus aue en F. diazi o en O, cuniculus. Sin embargo, si se
considera por gramo 0€ masa himeda, No existen diferencias entre L. californicus
y R. diazi. mientras oue esta capacidad de almacenamiento en 0. cuniculus es
significativamente menor,

Cohen (1883! indico que muchas de 'las células espermdticas producidas tanto
en especies animales como en humanos, presentan anormalidades morfolégicas.
Sin emberge, en este estudio no fueron observadas ni aun en L, californicus, que
es la especie con mayor numero de espermatozoides an la cola del epididimo.
La frecuencia oe gote citoplésmica, en los espermatozoides recuperados de le cola
del epididime det A. diaz/, fue mayor que en los de L. californicus v O. cuniculus,
indicando que |8 maduracion de los espermstozoides epididimarios en
Romerolagus. oturre mas tardiamente que en las otras dos aspecies. Esto podris
1ambién esta’ relacionado con la presencia de espermatozoides decapitados.

E! conocimiento acerca de ia evolucion de los espermatozoides de verebrados
es muy reoucioc {Roldan er o/, 1982), Se ha sugendo, sin embargo, que Iz forme
ovaiads de ls cabezs espermatica, es mas primitiva que la elipsoidal {Bacceri 1986,
Cence er #/. 1993, 1998). Desde este punto de visia &5 interesante Mencionar Que
ia forma de ls cabeza, oval en R. diaz/ y elipsoidal en 0. cuniculus y L. califoricus,
spoya la ioes de que Romerolagus, es mis antiguo que otras especies de conejos
y liebres (Barrerz 196€, Corbet 1983, Veldzquez et a/. 1893),

Se hz indicado que en los mamiferos, particulsrmente en euterios, existe una
rgiacion inversa entre (8 longitud 10tal oel espermatozoide y el tamaho corpors:
(Cummins & Woooa!. 1885]. Esta relacion neganve entre &' tamafio espermance
y ia masa corporal no parece existir en los lagomortos. Esto pooris ubicar @ los
lagomorfos er Iz misma categoria que los artiodactilos. carnivoros v primares, er
ios cuales esta relacion inversa no se cumple (Cummins & Woodall 1985},

Entre los euterios exisien pocas especies que posear espermatozoides cor
cabeze grende, acrosoma peguefio y cola corta (Fawcer: 1870, 1975, Ceucs er
al, 1993, Cummine & Woodali 1985!. Sin embargo esto Darece ser caracierisucs
de los espermatczoioes e leponigos. E! largo v el encno oe ia cabeze espermatice
en Friodonies maximus iarmaailic maante} v Cnetopnracius villosus (Brmagihic
peiudo; 1Cetice e &. 1982 v en Suncus munnus Imusetafie asialica;, sor loc
mayores entre ios ecterios estutiacos (Cummins & Wooael 1885!. Sin embarge
|& longruc relative Ct i8¢ C2DEZRE OF |05 ESPErMalozoine: of F. 0razi 115.8% v

L. cafiformizas Y0 ET, nu cerese ser diterente oc iz longiuc reigliva 0¢ |e cabesr
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de P. maximus {17%) y C. villosus (16.5%), Esta elevada relacion cabeza/longnuc’
sspermatice 1otal en los iepdridos es debide, fundameniaimente, & |2 pequefa
longituc de la cola.

Ls longitud espermatics 1o1a! ce las tres especies de lagomorfos estudiados
particularmente la 0e L. californicus, es menor que |8 de otros eulerios. De los
resultados Gel presente estudio, los de Cummins y Woodall [1885), v los de Roldan
era/, 1992}, es avidente gue solo el orden aruodactils tiene espermatozoides mas
pequefios que los lagomorfos (50.8 contra 53.4 uml.

Finalmente, los datos gue se presentan en esle 1rabajo, son los pnmeros
cuantitativos obtenidos de testiculos, epididimos, glandulas sexusies v
espermatozoides, Ge especies de lagomorios silvestres de Norteaméncs.
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