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RESUMEN

En el presente trabajo, se analizan aspectos de la biologia del aparato reproductor
masculino del ajolote Ambystoma dumerilii; especie endémica del lago de Patzcuaro,
Michoacéan, mediante el analisis histoldgico de las células germinales, del tejido intersticial
y del complejo glandular cloacal, a través del ciclo anual.

El interior de los testiculos de 4. dumerilii esta formado por lobulillos que contienen
células germinales en quistes sincronicos. En sentido cefalocaudal, las células germinales
estin en una etapa similar de desarrollo. Hacia el final del ciclo reproductivo, los
espermatozoides son expulsados y sélo las células de Sertoli permanecen en el lobulillo,
¢éstas pronto se hipertrofian, cambiando a formas irregulares. La regeneracion de los
lobulillos y el reinicio de la espermatogénesis da inicio al siguiente ciclo reproductor.

En los testiculos de los machos de 4. dumerilii, la conformacién histolégica del
tejido intersticial, que contiene a las células intersticiales esteroidogénicas o cé€lulas de
Leydig, varia de acuerdo con las fases del ciclo espermatogenético. El mayor desarrollo de
este tejido estd relacionado con las fases tardias de la espermatogénesis o con la
espermiacion. Durante los estadios iniciales de la espermatogénesis, las células de Leydig
son de forma alargada y muy delgadas. Estas células se incrementan en numero con el
avance de la espermatogénesis, cuando los espermatozoides comienzan a ser desalojados
del lobulillo; posteriormente, se tornan de forma irregular, incrementan su tamalo y
acumulan secreciones. Las células de Leydig hipertrofiadas, son el resultado de una
modificacién temporal de las células estromaticas que se desarrollan en asociaciéon con
lobulillos espermatogenéticos en regresion. Mas tarde, hacia el cierre del ciclo reproductivo
anual, las células de Leydig cambian de forma, disminuyen de didmetro y sus nucleos se
tornan picnéticos.

En A. dumerilii, el complejo glandular cloacal estd directamente relacionado con los
eventos fisiolégicos de la espermatogénesis y el desarrollo del tejido intersticial. El
complejo glandular produce secreciones que forman parte del espermatéforo, estructura que
contendra y transportara a los espermatozoides hacia el medio externo. Asi, el complejo se

ve directamente afectada por los cambios que suceden en el testiculo y se desarrolla de



manera paralela con otras estructuras del organismo como los conductos deferentes o de

Wolff y con las glandulas adyacentes al rifién.



I. INTRODUCCION

I.1 Caracteristicas Generales de Anfibios Caudados

Ambystoma dumerilii es un anfibio caudado endémico de México, perteneciente a la fauna
del Eje Neovolcanico Mexicano; habita en el lago de Patzcuaro, en el estado de Michoacén,
y forma parte de un conjunto de 18 especies de caudados que vive a lo largo de este Eje
(Smith y Smith, 1969) (Fig. 1). Esta especie tiene gran interés biolégico debido a su
condicién neoténica; esto es, en ella no se lleva a cabo la metamorfosis, por lo cual, toda su
vida, y en consecuencia, su reproduccion, ocurren en condicién acuatica y en estadio
larvario. De manera similar a lo que ocurre en el resto de los caudados, la fecundacién es
interna, caracter que implica adaptaciones especificas en los espermatozoides, desde la
forma de espermiacién hasta su salida al exterior del cuerpo (Baker, 1965; Duellman y
Trueb, 1989).

En nuestro pais, las especies del género Ambystoma son conocidas popularmente
con el nombre de ajolotes (axolotl), palabra de origen nahuatl, que significa “monstruo de
agua”. Desde €pocas prehispanicas han tenido gran aprecio por parte de las poblaciones
humanas cercanas a sus habitats. Los ajolotes han sido vinculados con varios usos;
utilizandose principalmente como alimento, considerado como un platillo de gran valor.
Igualmente son ampliamente conocidas sus propiedades curativas en el humano, en
particular en el tracto respiratorio, aplicandose en forma de jarabes y elixires (Smith y
Taylor, 1948).

Durante los ultimos treinta afios varias especies de ajolotes han disminuido
considerablemente sus poblaciones (Duellman y Trueb, 1989). Esta reduccién se debe
principalmente a la destruccion de sus habitats naturales; esto se ve mayormente reflejado
en especies endémicas como es el caso de 4. dumerilii (Armstrong, 1989; Joly et al., 1994,
Huacuz, 2001). La legislacién internacional a través de la Convencién sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Flora y Fauna Silvestres [CITES], apéndice II
(Internet, CITES, 2004) otorga proteccion a esta especie enlistada como especie
amenazada. Mientras que la legislacion nacional, segtin la NOM-ECOL-059-2003 le otorga
el grado de especie sujeta a proteccion especial (Internet, CONABIO, 2004).



La pérdida mundial de especies de anfibios podria tener un impacto importante en
otros organismos. Los anfibios son componentes integrales de ecosistemas muy diversos;
son principalmente carnivoros que se ubican en la cadena tréfica como grandes
consumidores de invertebrados, especialmente de insectos. Su disminucién generalizada
puede ocasionar serios problemas ambientales. Por razones morfofisiolégicas, los anfibios
encuentran grandes dificultades para permanecer en su habitat; ya que sus movimientos se
hallan restringidos por necesidades de termorregulacion y por el peligro de la desecacién
corporal (Joly et al., 1994).

Las principales causas de la disminucién de la poblacion de ajolotes para el caso
particular del lago de Patzcuaro, son la sobreexplotacion que se ha hecho del recurso a
través de los afios por su uso como alimento y por sus propiedades curativas, asi como por
el deterioro ecoldégico del lago (Smith y Taylor, 1948; Huacuz, 2001).

En comparacién con otros vertebrados pequefios como reptiles, aves o pequefios
mamiferos, los anfibios se desplazan a velocidades y distancias menores. El ambito
hogarefio (4rea en la que un animal lleva a cabo normalmente sus movimientos de busqueda
de alimento o de pareja, y en la cual cuida a sus crias) de pequefios mamiferos, como
roedores, abarca varias hectareas (Lofts, 1984), al igual que el de serpientes (Rastogi e Iela,
1992), o lagartijas, los cuales se pueden trasladar en areas de kilémetros cuadrados
(Duellman y Trueb, 1989). En cambio, el &mbito hogarefio de los caudados esta entre 0.02
y 0.20 Km? (Norris, 1997).

Asimismo, muchas especies de anfibios, al igual que otros vertebrados, muestran
gran fidelidad al sitio retornando a su lugar original después de haberse desplazado de él
(Houck, 1977). La restriccién de sus movimientos, su fidelidad al sitio y las limitaciones
morfofisiolégicas representan grandes dificultades en la recolonizacién a corto plazo por

parte de este grupo animal.

1.2 Reproduccion en Anfibios Caudados

El estudio de la reproduccion en el mundo animal es de suma importancia, ya que este
proceso natural es el medio por el cual, las especies se multiplican y dejan descendencia,
manteniendo sus poblaciones o colonizando hébitats de generacién en generacién. Asi, la

reproduccion es un proceso fundamental de los seres vivos (Duellman y Trueb, 1989).



Los caudados exhiben varios patrones reproductivos. Los ajolotes inician su
actividad reproductora en respuesta a las lluvias, al incremento en la temperatura y a los
cambios en el fotoperiodo, factores que definen los controles hormonales. En zonas
templadas, la reproduccién es ciclica o estacional, excepto para algunas especies
reproductoras oportunistas de areas de lluvias erraticas (inciertas) como Hydromantes
italicus e H. shastae. Un patrén reproductivo predominante para ajolotes es aquél en que la
espermatogénesis y la ovogénesis son completadas en otofio-invierno, temporada en la cual,
los animales pueden hibernar hasta que las condiciones ambientales sean las 6ptimas para
continuar los procesos reproductivos en la primavera. Posteriormente, la oviposicion y la
espermiacién ocurren en la primavera o al inicio del verano (Pudney y Callard, 1981;
Norris et al., 1985; Armstrong, 1989; Joly et al., 1994).

En zonas templadas la temperatura juega un papel importante en la regulacién de los
ciclos reproductores de anfibios, pero el efecto disparador de las lluvias sobre los
individuos adultos, a menudo es también definitivo, y puede ayudar a sincronizar los
eventos reproductivos (Duellman y Trueb, 1989; Romo et al., 1996).

En las zonas tropicales, sin embargo, aunque algunas especies son ciclicas, la
mayoria de ellas se reproduce continuamente, o bien, en la maxima temporada de lluvias.
Houck (1977), describié especies de ajolotes tropicales (Dendrotriton bromeliacia,
Hydromantes shastae, Pseudoeurycea rex) con esperma viable y fisiolégicamente
preparados para el cortejo en cualquier época del afio. Sin embargo, en estas especies y en
la mayoria de los anfibios coincide la época de nacimiento de las crias con las mejores
condiciones ambientales y la abundancia de alimento para incrementar sus posibilidades de
sobrevivencia (Tso y Lofts, 1977; Lofts, 1984; Armstrong, 1989; Norris, 1997).

En algunas especies de caudados, el patron reproductivo es similar al de anuros,
donde la espermatogénesis ocurre en julio-agosto, poco antes del apareamiento en
septiembre-octubre; en otras especies, los machos transfieren los espermatozoides a las
hembras en el otofio o invierno, y la oviposicién y la fertilizacién ocurren en la siguiente
primavera cuando los machos ya no estan presentes o estan fuera de época reproductiva
(Russell et al., 1981). Los individuos hembras y machos pueden reproducirse mas de una

vez en su vida; de 1 a 6 veces en promedio (Pudney, 1995).



I.2.1 Anatomia del Aparato Reproductor

El aparato reproductor masculino en anfibios caudados se compone de: 1) un par de
testiculos elongados y paralelos que se encuentran unidos a la pared dorsal del cuerpo en
posicion retroperitoneal mediante el mesenterio dorsal o mesorquio; estan cubiertos por la
tunica albuginea y carecen de pigmentacion; 2) el sistema de conductos eferentes; 3) los
conductos transversales también llamados epididimo; 4) el conducto de Wolff, que es
paralelo al testiculo (Baker y Taylor, 1964; Bergmann, 1994) y 5) el complejo glandular
cloacal, contenido en la cloaca. Los cuerpos grasos estan situados paralela y ventralmente a
los testiculos (Bergmann, 1994) (Esquema 1).

Morfolégicamente, durante el ciclo reproductivo anual, los testiculos muestran
cambios estacionales muy evidentes, en los que se observa diversas etapas: 1)
recrudescencia o activacion, 2) méxima actividad espermatogenética, 3) espermiacion, y 4)
regresion. En cada una de estas etapas del ciclo anual, se observan variaciones en la
abundancia y actividad de sus tipos celulares somaticos y germinales (Baker y Taylor,
1964; Moore, 1975; Lazard, 1979; Bergman et al., 1983; Shindelmeiser et al., 1985; Uribe
etal., 1991).

1.2.2 Espermatogénesis

Diversos autores han observado y descrito la espermatogénesis en caudados (Humphrey,
1921; Carrick, 1934; Moore, 1975; Houck, 1977; Tanaka e Iwasawa, 1979; Miltner y
Armstrong, 1983; Pudney et al., 1983; Pudney y Callard, 1984, Gdémez-Rios, 1989;
Duellman y Trueb, 1989; Uribe et al., 1991, 1994; Uribe, 2001, 2003) y han coincidido en
la descripcion de diversas caracteristicas morfolégicas de este proceso. Los testiculos de los
caudados muestran espermatogénesis longitudinal, en lobulillos y quistica. Caracteristicas
que se describen a continuacién.

a) Longitudinal. La espermatogénesis en caudados se lleva a cabo en zonas
sucesivas a lo largo del eje cefalocaudal del testiculo. Existe sincronia por zonas del
testiculo; de manera que en una zona particular, todos los quistes al interior de los lobulillos
estdn aproximadamente en el mismo estadio; esta disposiciéon recibe el nombre de
zonacion. Hacia la zona cefalica externa del testiculo estan presentes estadios tempranos de

la espermatogénesis, mientras que en la zona caudal e interna estan presentes estadios mas



———Cauducta de

conducto '
eferente Millex

condacto
longitudina
{central)

testiculo

—w== conducto
deferente o de

Wolff
conducto conducts
transversal o e ¥ "
ependimario ependimario

gferente

epididimo
Tifitn defi- LS
nitivo cenducto
ependiNArio
efersnte
T tidbvlos
urinayios
tomm. Ureber
urogenital

Esquema 1. Anatomia del sistema urogenital masculino del
género Ambystoma.




avanzados. En consecuencia, la region cefélica del testiculo contiene espermatogonias
primarias y secundarias, listas para continuar el proceso espermatogenético que se
encuentra mas avanzado en la zona caudal (Lofts, 1974; Moore, 1975; Miltner y
Armstrong, 1983; Pudney et al., 1983; Norris et al., 1985; Schindelmeiser et al., 1985;
Uribe et al., 1994). Esta distribucién define una clara zonacion en la distribucién de las
células germinales al interior de los testiculos; difiriendo de los testiculos de vertebrados
amniotas que cuentan con espermatogénesis radial y tubular.

b) en Lobulilles. Los lobulillos espermatogenéticos son estructuras que se
encuentran al interior de los testiculos; los lobulillos estdn conectados con el conducto de
Wolff o con una de sus grandes ramificaciones, mediante los conductos eferentes. Cada
lobulillo esta separado de un lobulillo vecino por trabéculas de tejido conjuntivo, en el que
se encuentran c¢lulas de Leydig tempranas, fibras reticulares, fibras elasticas, vasos
sanguineos y matriz extracelular (Humphrey, 1921; Carrick, 1934; Moore, 1975; Miltner y
Armstrong, 1983; Uribe et. al., 1991).

¢) Quistica. Las células germinales se encuentran al interior de quistes y se
desarrollan sincrénicamente, y éstos a su vez, se desarrollan al interior de los lobulillos
espermatogenéticos. La estructura y funcién de un quiste se inician cuando una
espermatogonia es rodeada por una célula somatica, la célula folicular que forma parte del
epitelio germinal en la periferia del testiculo y que es homdloga a la célula de Sertoli de
otros vertebrados (Humphrey, 1921; Carrick, 1934; Moore, 1975; Miltner y Armstrong,
1983; Fraile, 1989, 1990; Pudney, 1995). Rodeada por la célula de Sertoli, la
espermatogonia continia dividiéndose mitéticamente. Enseguida, los espermatocitos
primarios resultantes de esta proliferacion entran en fase meidtica; mismos que al dividirse
en la primera fase de este proceso forman espermatocitos secundarios, los que a su vez, se
dividen en la segunda fase de la meiosis constituyendo a las espermatidas, que son células
haploides. Las espermatidas se diferencian morfoldégicamente mediante el proceso de
espermiogénesis formando espermatozoides. Asi, todo el proceso espermatogenético se
lleva a cabo dentro de los quistes. Los quistes, entonces, estan formados y delimitados por
las células de Sertoli, mismas que estan funcionalmente involucradas en proveer una
barrera de permeabilidad para las células germinales; asi como en dirigir su diferenciacion

y maduracién (Humphrey, 1921; Carrick, 1934; Moore, 1975; Miltner y Armstrong, 1983;



Fraile, 1989, 1990; Pudney, 1995). Durante la espermatogénesis, los quistes se desplazan
dentro del lobulillo seminifero desde la zona periférica externa del testiculo hacia la zona
proximal al conducto de Wolff. Posteriormente ocurre la espermiacion. Al final del proceso
espermatogenético, las células de Sertoli generalmente degeneran (Moore, 1975;
Armstrong, 1989; Fraile, 1990; Pudney, 1995); aunque ocasionalmente pueden ser
expulsadas junto con los espermatozoides (Joly, 1994; Pudney, 1995); o bien, integrarse
como células epiteliales a los lobulillos en hipertrofia o a los conductos eferentes (Franchi
et al., 1982; Fraile, 1989; Grier, 1993).

I.2.3 Caracteristicas de las Células Germinales

Espermatogonias. Son células muy grandes comparadas con las de la mayoria de
los vertebrados; miden 50 pm de didmetro en promedio. Al inicio de la espermatogénesis,
la region cefalica testicular contiene espermatogonias primarias, situadas de manera aislada
o en forma de pequefios grupos, rodeadas por tejido conjuntivo y células de Sertoli. Cuando
una espermatogonia es rodeada por una célula de Sertoli del epitelio germinal, se forma la
estructura de un quiste. Las espermatogonias son células esféricas con niicleos igualmente
esféricos. Una interesante caracteristica de estas espermatogonias, es que durante el estadio
temprano de la formacién de quistes, desarrollan abundantes proyecciones membranales
hacia su periferia que se invaginan con la membrana de la célula de Sertoli. Se asume que
esto representa una estructura de anclaje que mantiene a la espermatogonia individual
fuertemente asociada con la célula de Sertoli durante el desarrollo del quiste (Miltner y
Armstrong, 1983; Armstrong, 1989; Grier, 1993; Joly et al., 1994). Las espermatogonias se
dividen mitéticamente produciendo espermatogonias secundarias; estas células son mas
pequefias, miden 40 um de diametro en promedio, con grandes niicleos esféricos.

Se ha reportado que conforme el quiste madura, la célula germinal pierde contacto
estrecho con la célula de Sertoli (Miltner y Armstrong, 1983; Pudney et al., 1983; Norris,
1985; Armstrong, 1989). Ademas, hacia este tiempo, las células germinales desarrollan
filopodios y el espacio intercelular entre la células de Sertoli y las células germinales se
ensancha. Se sugiere que esto permite el movimiento de las células en proliferacién al
interior del quiste (Miltner y Armstrong, 1983; Pudney et al., 1983; Pudney, 1985;

Armstrong, 1989). Las espermatogonias secundarias dan origen a los espermatocitos



primarios, los cuales se preparan para la primera division meidtica (Humphrey, 1921;
Carrick, 1934; Miltner y Armstrong, 1983; Norris et al., 1985; Armstrong, 1989).

Espermatocitos primarios y secundarios. Los espermatocitos primarios son
células esféricas de 37 pm de diametro promedio, en diferentes estadios de la profase I de
la meiosis que contienen cromosomas duplicados y condensados (cromatidas hermanas que
se han apareado con sus homélogos). Después de la primera division meidtica, de cada uno
de los espermatocitos primarios se separan los cromosomas homdlogos, formandose dos
espermatocitos secundarios, que miden 27 pm de diametro promedio; el nicleo contiene
cromatina fibrilar y ocurre la segunda division de la meiosis con la separacion de las
cromatidas hermanas. Después de esta division se forman dos espermatidas haploides
(Humphrey, 1921; Carric, 1934; Miltner y Armstrong, 1983; Norris et al.; Armstrong,
1989).

Espermatidas y espermatozoides. Las espermatidas son células de forma esférica
con un diametro promedio de 17 pm. Las espermatidas se transforman en espermatozoides
a través del proceso de espermiogénesis.

Durante otofio e invierno los lobulillos que contienen espermatozoides se
encuentran ubicados en la parte caudal del testiculo, desde donde los espermatozoides seran
descargados hacia los conductos eferentes y posteriormente hacia los conductos
transversales o epididimarios y finalmente hacia el conducto deferente o de Wolff. Cuando
los quistes se abren, los espermatozoides salen del mismo; la célula de Sertoli permanece y
desarrolla breve actividad endocrina (Miltner y Armstrong, 1983; Armstrong, 1989; Fraile
et al, 1990; Grier, 1993); y posteriormente degenera (Carrick, 1934; Lazard, 1979).
Durante la fase final de la época reproductiva anual se observan pocas espermatogonias,
situadas en la periferia del testiculo (Tso y Lofts, 1977; Miltner y Armstrong, 1983;
Armstrong, 1989).

La espermatogénesis se reinicia en el siguiente verano. Los nuevos lobulillos se
desarrollan a partir de elementos de tejido conjuntivo y de espermatogonias asociadas a las
células de Sertoli situadas en el epitelio germinal cercano a la tinica albuginea (Norris et
al., 1985).



I.2.4 Tejido Intersticial

Durante la fase final de la maxima actividad espermatogenética y durante la espermiacion,
se desarrolla abundantemente el tejido intersticial, formado por la transformacién
morfoldgica y fisiologica de las células de Leydig tempranas que rodean los lobulillos,
estimuladas por la gonadotropina LH. Inicialmente, las células de Leydig tempranas se
encuentran situadas entre los lobulillos espermatogenéticos, a la vez que los delimitan.
Completado el proceso de espermatogénesis, estas células se hipretrifian, transformandose
en células de Leydig esteroidogénicas (Humphrey, 1921; Pudney et al., 1983; Pudney y
Callard, 1984; Norris et al., 1985; Fraile et al., 1989, 1990; Norris, 1997). La funcion
esteroidogénica de estas células ha sido descrita en varios anfibios caudados mediante
demostraciones histoquimicas de la enzima 3B-hidroxiesteroidedeshidrogenasa (3p-HSD)
(Tso y Lofts, 1977a; 1977b; Imai y Tanaka, 1978; Bergman et al., 1983; Fraile et al., 1989,
1990; Bergman, 1994). En estadios tempranos, cuando las células de Leydig que forman
lobulillos contienen espermatogonias y espermatocitos, son negativas a la enzima 3p-HSD.
Muestran una débil reacciéon cuando contienen espermatozoides morfolégicamente
maduros; pero muestran una fuerte reaccion cuando estdn totalmente hipertrofiadas y los
espermatozoides son desalojados del lobulillo (Imai y Tanaka, 1978, en Cynops
pyrrhogaster; Fraile et al., 1989, 1990). Estas células exhiben un marcado patrén estacional
de esteroidogénesis con acumulacién y liberacion de lipidos. Las células de Leydig se
vuelven intensamente lipidicas y positivas al colesterol durante la maxima etapa
reproductiva; y se convierten en poco lipidicas fuera de la época reproductiva, cuando las
estructuras dependientes de andrégenos estan en regresion (Pudney et al., 1983; Fraile,
1989; Norris, 1997). Las células que conforman al tejido intersticial durante la época de
maxima actividad, sintetizan y secretan testosterona (Humphrey, 1921; Lofts, 1974; Lazard,
1979; Miltner y Armstrong, 1983; Pudney y Callard, 1984; Fraile et al., 1989).

Al final de la temporada de cortejo y apareamiento, el tejido intersticial entra en
regresion. Este tejido ha sido descrito como ciclico, estrechamente relacionado con el ciclo
estacional espermatogenético (Humphrey, 1921; Tso y Lofts, 1977, Lazard, 1979;
Bergman, 1983; 1994; Lofts, 1984; Schindelmeiser et al., 1985; Fraile et al., 1989, 1990,
Norris, 1997). Sin embargo, no se cuenta con un estudio que integre y defina las

transformaciones morfoldgicas ciclicas del tejido intersticial.



La estrecha relacion de las células de Leydig con los quistes espermatogenéticos es
necesaria para alcanzar elevados niveles de testosterona; dado que el estimulo de la
testosterona producida por las células de Leydig sobre las células de Sertoli y la de
naturaleza paracrina; esto es, que la testosterona actiia como mediador local que difunde al
liquido extracelular y afecta a celulas de Sertoli vecinas que estan formando los quistes,
promoviendo y dirigiendo la espermatogénesis (Pudney et al., 1983; Pudney y Callard,
1985).

Los patrones de secrecion de testosterona han sido reportados para caudados como
Botiglosa rostrata (Houck, 1977); Trituroides hongkongensis (Tso y Lofts, 1977a; 1977b)
Cynops pyrrhogaster pyrrhogaster (Imai y Tanaka, 1978); Necturus maculosus (Pudney et
al., 1983; 1984) Salamandra salamandra (Lecouteux et al., 1985); Pseudoeurycea goebeli
(Lofts, 1987); Ambystoma tigrinum (Tanaka e Iwasawa, 1979) y Tritorus marmoratus
(Fraile et al., 1989, 1990); en donde se describe que los niveles de testosterona son bajos
previamente a la época reproductiva; mientras que los niveles altos estan relacionados con
el desarrollo y mantenimiento de los conductos deferentes, los cuales almacenan los
espermatozoides hasta la época de apareamiento. La testosterona también estimula el
desarrollo de las glandulas cloacales que producen secreciones que forman parte de los
espermatéforos y posiblemente de la produccion de feromonas usadas en el cortejo y el
apareamiento (Carrick, 1934, Sever, 1980, 1981, 1985; Licht y Sever, 1990; Norris, 1997).

1.2.5 Complejo Glandular Cloacal

La cloaca es una region compleja de los vertebrados, debido a que es el sitio donde
desembocan los extremos caudales de los tubos digestivo, excretor y reproductor (Carrick,
1934; Sever, 1980, 1981, 1991; Norris et al., 1985; Licht y Sever, 1990). La fisiologia
reproductora de los caudados tiene como caracteristica propia, la presencia de numerosas
glandulas cloacales agrupadas en zonas especificas de la cloaca, que en conjunto forman el
complejo glandular cloacal (Sever, 1980; 1981; 1983, 1991; 2003; Williams et al., 1984;
1985). La cloaca de los Ambystdmidos esta conformada por: 1) la porcién tubular anterior,
2) el tubo cloacal, y 3) la regién tubular posterior o cdmara cloacal que contiene al

complejo glandular cloacal y al orificio anal. Ontogénicamente, las glandulas cloacales
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surgen a partir de modificaciones del epitelio de la pared cloacal (Norris et al.,, 1985;
Williams et al., 1985; Malacarne y Vellano, 1987).

La fecundacidén interna en caudados requiere de adaptaciones Unicas por parte de
este grupo de anfibios, que le permitan el depésito de los espermatozoides en el exterior y
su transito hasta el oviducto (Sever, 1981; 1991; 2003). Por ello, la cloaca masculina en
caudados tiene una importante funcioén reproductora (Kikuyama et al., 1975; Sever, 1983;
2003); ya que sus glandulas secretan glicoproteinas (mucinas) que forman la cubierta y la
base del espermatoforo, mismo que estd involucrado en los procesos de desalojo de
espermatozoides y de fertilizacion (Russell et al. 1981; Sever 1981; 1991; Romo et al.,
1995). Un espermatéforo mide 1 cm en promedio; tiene una base gelatinosa compuesta de
una matriz de glicoproteinas, secretada por las glandulas de la cloaca, suministrando a los
espermatozoides las secreciones necesarias para permanecer empaquetados, formando la
base y la cubierta del espermatéforo (Williams et al., 1985; Norris, 1997).

Las glandulas cloacales tienen ademas funcién heddénica, mediante la secrecion de
feromonas que contribuyen al reconocimiento hembra-macho (Sever, 1978, 1991; Tanaka e
Iwasawa, 1979; Malacarne y Vellano, 1987). El término feromona se refiere a la sustancia
quimica que viaja a través del agua o el aire, y que es secretada externamente por el animal
en la orina, en las heces o por glandulas cuténeas, y causa una reaccién especifica en el
individuo receptor de la misma especie; que puede ser un cambio de conducta y/o
endocrino, que en consecuencia desencadena diversas reacciones en el sistema reproductivo
del organismo receptor (Tanaka e Iwasawa, 1979; Sever, 1981; Williams, 1985; Malacarne
y Vellano, 1987).

La cloaca en caudados es una estructura que muestra cambios fisiolégicos y
estructurales muy evidentes durante la época reproductiva (Tso y Lofts, 1977; Norris et al.,
1985; Sever, 1991). Las glandulas cloacales de caudados presentan variaciones ciclicas
estacionales de recrudescencia y regresion, y alcanzan su maximo desarrollo en los meses
correspondientes a la época reproductiva (Norris et al., 1985; Williams et al., 1985; Licht y
Sever, 1990); y estan bajo control hormonal (Tso y Lofts, 1977; Russell et al.,, 1981;
Russell, 1981; Williams et al., 1985). Cada tipo de glandula esta caracterizado por su

morfologia y su producto secretorio.
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La actividad histoquimica de los epitelios glandulares y la presencia de secreciones
en los limenes de los conductos durante la época reproductiva, confirman el control de
estas glandulas por las hormonas sexuales reproductivas, testosterona y dihidrotestosterona,
principalmente (Tso y Lofts, 1977a; 1977b; Imai y Tanaka, 1978; Sever, 1996; 2003). Los
datos histoquimicos indican que la cubierta del espermatéforo es producida por las
glandulas de Kingsbury del complejo glandular; y la base, por las glandulas pélvicas y
ventrales (Russell et al.,, 1981; Miltner y Armstrong, 1983; Malacarne y Vellano, 1987,
Norris, 1997).

El complejo glandular cloacal muestra caracteristicas histoldgicas diversas de los
tipos de glandulas exocrinas en cada una de las especies en las que se ha estudiado, lo que
indica gran variabilidad de esta estructura, relacionada con la especie y su habitat (Sever,
1981; Williams et al., 1985). En los machos sexualmente activos, se puede distinguir cinco
tipos de glandulas: 1) pélvicas dorsales, 2) pélvicas dorsolaterales, 3) de Kingsbury, 4)
ventrales, 5) anales. En época reproductiva, las glandulas cloacales muestran una alta
actividad secretora, asi como grandes reacciones enzimaticas. El maximo desarrollo de las
glandulas cloacales corresponde al pico de actividad de cortejo y apareamiento. Mientras
que en los machos sexualmente inactivos, todas las glandulas cloacales se encuentran muy
reducidas y sin actividad aparente (Romo et al.,, 1996). Cuando las glandulas cloacales
estan secretando, porciones del epitelio cloacal son ciliadas y corresponden a sitios de
secrecion de los tipos especificos de glandulas. Cuando las glandulas estan inactivas, la
ciliacion cloacal no es evidente (Sever,1980, 1981, 1991).

Fuera de la época reproductiva, las glandulas cloacales tienen una actividad
enzimatica muy baja, de manera que esta actividad es casi nula (Carrick, 1934; Houck,
1977, Sever, 1980, 1981, 1983; Licht y Sever, 1990).

I.3 Fertilizacion en Caudados

En la mayoria de especies de caudados, la fertilizacién es interna; observandose que, el
macho deposita sobre el substrato paquetes con espermatozoides llamados espermato6foros,
y la hembra los lleva al interior del oviducto mediante los labios cloacales. Una vez dentro

del oviducto, los espermatozoides son desplazados hacia la espermateca, que es un grupo
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de camaras cefalicas a la cloaca con amplia presencia de glandulas, donde seran

almacenados hasta que la hembra ovule (Sever, 1981; 1991; Norris, 1997).
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II. ANTECEDENTES

IL.1 Clasificacién Taxon6mica

Reino: Animalia

Phylum:  Vertebrate

Clase: Amphibia

Orden: Caudata

Familia:  Ambystomatidae

Género:  Ambystoma

Especie:  Ambystoma dumerilii (Duges, 1870)

II.2 Caracteristicas de la Anatomia Externa de A. dumerilii

El macho adulto de A. dumerilii tiene 26 cm de longitud promedio; es de color oscuro en la
mayor parte del cuerpo (café-gris); algunas zonas, principalmente la ventral, son de tonos
mas claros (gris claro-café claro). La mayor parte de la regién dorsal es lisa, aunque la zona
baja es moteada por puntos de pigmento negro de tamafio variable. En las partes laterales
medias se encuentran definidas lineas laterales formadas por puntos de pigmentacion
alineados. La hembra es mas grande y pesada que el macho, alcanzando 28 cm en promedio
(Duges, 1870).

II.3 Neotenia

La neotenia es la prolongaciéon de la vida larval, reteniendo las caracteristicas jovenes
durante toda la vida. La neotenia se relaciona con la insensibilidad de los tejidos a la
hormona tiroidea (Duellman y Trueb, 1986). Tratamientos con hormona tiroidea en A.
mexicanum provocan metamorfosis en los individuos (Taurog, 1974). Se ha considerado
que el factor ambiental mas importante promotor de la prolongacién del estado larvario, es
la baja temperatura (Lofts, 1974; Moore, 1975; Licht y Sever, 1990; Norris, 1997). Los
organismos neoténicos a menudo son hallados en aguas de bajas temperaturas de lagos y
estanques a altas elevaciones o latitudes (Norris et al., 1985; Licht y Sever, 1990; Norris,
1997). La baja temperatura no sdlo retarda el crecimiento e inhibe la liberacién de la

tiroxina por la tiroides, esencial para la metamorfosis, sino que también inhibe la capacidad
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de los receptores de los tejidos corporales para responder a la tiroxina (Taurog, 1974;
Moore, 1975; Duellman y Trueb, 1989; Licht y Sever, 1990).
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III. PLANTEAMIENTO DEL TEMA

De manera similar a lo descrito para otras especies de caudados como Necturus maculosus,
Desmognathus fusca, Diemyctylus viridiscens, Cryptobranchus alleghaniensis, Plethodon
erythronotus (Humphrey, 1921); Ambystoma tigrinum (Carrick, 1934; Norris et al., 1985);
Bolitoglosa franlini, Pseudotriton ruber (Baker y Taylor, 1965); Botiglosa rostrata (Houck,
1977); Cynops pyrrhogaster pyrrhogaster (Imai y Tanaka, 1978); Salamandra salamandra
(Bergman et al.,, 1983, 1994); Ambystoma mexicanum (Miltner y Armstrong, 1983);
Ambystoma tigrinum), Triturus cristatus (Malacarne y Vellano, 1987); Triturus
marmoratus (Fraile et al., 1989); y Mertensiella sp (Joly et al., 1994), A. dumerilii es una
especie de alto interés cientifico, debido a que cuenta con diversas estrategias bioldgicas,
como su condicién neoténica, sus caracteristicas reproductivas como la espermatogénesis
longitudinal y quistica, el gran diametro de sus c€lulas germinales, el desarrollo del tejido
intersticial y del complejo glandular cloacal y su alta capacidad regeneradora de distintos
tejidos corporales. De manera general, la clase Amphibia tiene importancia bioldgica
debido a que es el grupo filogenético que muestra el modo de reproduccion intermedio
entre los vertebrados de vida y reproduccién acuatica, en los que ocurre la
espermatogénesis longitudinal y quistica, y los vertebrados terrestres, con espermatogénesis
tubular radial (Carrick, 1934; Duellman y Trueb, 1989; Sever, 1991). Otro aspecto
importante es el hecho de que A. dumerilii se encuentra enlistada junto con otras especies
de este género bajo proteccion especial de los drganos oficiales encargados de cuidar la
biodiversidad (CITES, 2004; CONABIO, 2004); en referencia directa a la gran disminucién
de sus poblaciones naturales.

La estacionalidad observada en la estructura testicular en especies de la familia
Ambystomatidae debe ser la consecuencia de los cambios estacionales en el medio. Los
anfibios caudados presentan un ciclo reproductor durante el cual, las células germinales en
diferentes estadios de desarrollo son segregadas en los testiculos (Humphrey, 1921;
Carrick, 1934; Miltner y Armstrong, 1983; Armstrong, 1989; Rastogi e Iela, 1992). Mas
aun, el mismo patrén de espermatogénesis es reflejado en el grado de desarrollo del tejido

intersticial adyacente, lo que hace particularmente importante el analisis de la relacion entre
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la espermatogénesis con los cambios estructurales que ocurren en el tejido intersticial y la
relacién de uno con el otro en A. dumerilii.

En el presente estudio examinamos las variaciones estacionales del avance de la
espermatogénesis, de la histologia del tejido intersticial y del complejo glandular cloacal de
A. dumerilii para documentar las variaciones estacionales de las células germinales en
relacion con el tejido intersticial y con el complejo glandular cloacal, elementos del sistema
reproductor masculino. Este estudio incluye la primera descripcién histoldgica estacional
del tejido intersticial del testiculo y del complejo glandular cloacal de A. dumerilii.

Son escasos los estudios sobre reproduccion en este grupo de anfibios realizados
hasta ahora; en particular, en relacion con los cambios ciclicos de su morfologia
microscopica; siendo mas escasos aun los referentes a poblaciones naturales (Uribe et al.,
1991 y 1994). Algunos estudios en A. dumerilii actualmente en proceso, se refieren a
aspectos de su ecologia y reproduccion en acuarios o criaderos (Aguilar, 2004, com. pers).
Tomando en cuenta lo anteriormente mencionado, el presente estudio contribuye con el
conocimiento de la biologia de la especie, particularmente con la biologia reproductiva de
A. dumerilii, especie neoténica y endémica de México, ya que no se conoce la estructura
histolégica y los cambios estacionales del tejido intersticial y del complejo glandular

cloacal. Por lo previamente mencionado, se plantean los siguientes objetivos.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo General. Identificar los cambios histoloégicos estacionales, durante
primavera, verano, otofio, invierno, del avance del proceso espermatogenético, del tejido
intersticial y del complejo glandular cloacal del sistema reproductor masculino de A.

dumerilii.

IV.2 Objetivos Paticulares

a) Describir el avance de la espermatogénesis por estacion del afio en el testiculo.

b) Analizar los cambios estacionales del tejido intersticial, desde su activacion hasta su
regresion.

c) Describir los tipos glandulares presentes en el complejo glandular cloacal.

d) Comparar las caracteristicas del complejo glandular cloacal durante las estaciones.

e) Relacionar los cambios estacionales (primavera, verano, otofio, invierno) del avance de

la espermatogénesis con los del tejido intersticial y del complejo glandular cloacal.

V. MATERIAL Y METODO

V.1 Trabajo de Campo
Se recolectaron 31 ejemplares machos adultos de la especie A. dumerilii en el lago de
Patzcuaro, en el estado de Michoacan; cuatro en el mes de febrero, uno en marzo, cuatro en
abril, cuatro en mayo, tres en junio, tres en julio, dos en agosto, cuatro en septiembre, dos
en octubre y cuatro en diciembre. Se registr6 la longitud hocico-cloaca (LHC) y el peso
total (PT) de cada ejemplar con el objeto de obtener la relacion de la talla con el peso. Se
realizd un corte longitudinal ventral a cada organismo para obtener los testiculos, los
conductos deferentes y la cloaca, 6rganos que fueron medidos (Lg) y pesados (Pg).
Posteriormente fueron fijados en Bouin durante 10 hs para conservar sus caracteristicas
histoldgicas para su posterior analisis microscépico.

Adicionalmente, se utilizaron nueve ejemplares previamente recolectados (tres de
marzo, tres de septiembre y tres de diciembre), fijados y procesados histolégicamente en el

laboratorio Biologia de la Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias de la UNAM.
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V.2 Trabajo de Laboratorio

A los o6rganos fijados se les aplicé la técnica histoldgica de preparacion fija para

microscopia Optica con el siguiente procedimiento:

—

$ N

Deshidratacion en alcoholes graduales (50%, 70%, 80%, 96% y 100%).
Aclaracion en xileno.

Inclusion en paraplast (indice de fusién: 56° a 58° C).

Cortes longitudinales en sentido cefalocaudal de 7 um de grosor, en un
microtomo de rotacion.

Aplicacion de cuatro tinciones: 1) Hematoxilina-Eosina (panorama general del
tejido, nucleos y limites celulares, contraste entre basofilia y acidofilia); 2)
tricromica de PAS-Gallego (diferenciacion entre tejido conjuntivo, epitelios y
fibras musculares; definicién de fibras colagenas y vasos sanguineos, contraste
de los eritrocitos); 3) azul alciano-PAS (glandulas exocrinas, substancias de
secrecion especificas como glucdgeno, fibras reticulares y laminas basales); y 4)
doble impregnacién argéntica (células adiposas, sustancias intercelulares).
Observacién y analisis en microscopio éptico de los cortes obtenidos.
Morfometria. Se midi6é el diametro de las células de Leydig y las células de
Sertoli, las glandulas exocrinas en el complejo glandular cloacal y la altura de
sus epitelios.

Se tomaron fotomicrografias de los campos seleccionados en un

fotomicroscopio Zeiss III, utilizando pelicula Kodak 100 ASA.
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V1. AREA DE ESTUDIO

La especie A. dumerilii tiene una distribucién muy restringida, habitando inicamente en el
lago de Patzcuaro, Michoacén.

Poligono: Latitud ~ 20°20724""- 19°04'48"'N

Longitud  101°55°487"- 100°48°36"'W

Limnologia bésica: Patzcuaro: area 9000 ha.; vol. 500 x10° m®; prof. méx. 12.3 m,
prof. media 4.9 m; conductividad 800 pmhos/cm; Temp. X= 15-25 °C; pH=8.9-9; 0,=4-7.3
mg/l; alcalinidad de 10 meq/l; visibilidad 0.2 a 0.5 m; eutroficado. Por tratarse de una
cuenca endorreica, el agua que llega al lago proviene unicamente de la precipitacién
pluvial, de las escorrentias superficiales y los manantiales que afloran en su interior; las
pérdidas de agua son debidas a la evaporacién, transpiracion de las plantas y a las
extracciones.

Geologia/edafologia: zona de origen volcanico, con rocas predominantemente
basalticas y andesiticas, pertenecientes al Eje Neovolcanico Transversal. Caracteristicas
varias. El clima es templado subhiimedo con lluvias en verano. La temperatura media anual
es de 14-20 °C. La precipitacion total anual es de 700-1400 mm; evapotranspiraciéon 800
mm.

La actividad econdmica principal es forestal, agricultura de temporal y de humedad,
industrial, de turismo, ganaderia, pesca y manufactura del cobre. Indicadores de calidad de
agua: eutrofico.

Tipos de vegetacion: bosques mixtos de pino-encino, de pino, de encino, de oyamel,
tropical caducifolio, pastizales, matorral subtropical, matorral desértico microéfilo,
especialmente asociaciones con vegetacion haldfila. Existe gran diversidad de habitats:
lagos, reservorios, cuerpos acuaticos someros, rios, arroyos, lagos salinos, lagunas y
humedales.

Aspectos econdmicos: pesca artesanal de pescado blanco, charal prieto, charal
blanco, charal, charal pinto, tiro, chegua, choromu, lobina o trucha, carpa, tilapia, carpa
dorada, mojarra, barrigones; ajolote Ambystoma dumerilii; el crustaceo Cambarellus. Existe

ademas la captura de “mosco” que incluye a un conjunto de crustaceos y larvas de insectos.
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El agua es un recurso estratégico del cual dependen los asentamientos humanos y
las actividades antropogénicas regionales, se usa para abastecimiento, riego, acuicultura,
ganaderia, generacion de energia eléctrica, actividades turisticas y transporte.

Modificacién del entorno: cuerpos de agua impactados por altas densidades de
poblacién humana y actividades productivas de la regiéon. Extraccién de mantos acuiferos,
deforestacion intensiva y construccion de carreteras. El lago de Patzcuaro presenta un
continuo asolvamiento del vaso lacustre por aportes de sedimentos producto de la
deforestacion y erosion severa de los suelos, presencia de vegetacion acuatica asi como de
descargas de basura, aguas negras, fertilizantes y biocidas.

Contaminacion: por agroquimicos, aguas residuales domésticas y desechos sélidos.

Hay especies de peces introducidas resistentes y de amplia distribucién como
Cyprinus carpio, Oreochromis niloticus, O. mossambicus, O. aureus, Carasius auratus y
Xiphophorus helleri, Micropterus salmonides, Chirostoma humboldtianum y C. lucius. No
hay observancia de las vedas, manejo inadecuado de la cuenca, sobreexplotacién de mantos
acuiferos y artes de pesca inadecuadas como chinchorros (red de arrastre), agalleras y
atarrayas, asi como sobreexplotacion por grandes pesquerias.

Extraccion de tule para artesania del empajado. El uso de suelo es forestal y
agropecuario.

Conservacion; preocupa la deforestacion, erosion y asolvamiento de cuerpos de
agua; la introduccién de especies exoéticas; vertimiento de aguas residuales y extraccion de
mantos acuiferos. Bosque mesofilo de montafia en riesgo. Se necesita reforestacion,
acuacultura de especies nativas para repoblar el lago; tratamiento y reciclamiento de aguas
residuales; saneamiento ambiental (manejo adecuado de los contaminantes) e instalacién de
letrinas.

Grupos e instituciones que participan en el rescate del lago de Patzcuaro: UNAM,
CRIP-Patzcuaro, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Existen proyectos de
colaboracién con la FES Iztacala, UAM Iztapalapa y otras (Internet, CONABIO, 2003).
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VII. RESULTADOS

VII.1 Descripcion de la Anatomia del Aparato Reproductor Masculino de A. dumerilii
El aparato reproductor masculino de A. dumerilii se compone de un par de testiculos
paralelos elongados; al interior de ellos se encuentran los conductos eferentes, mismos que
se conectan con el sistema de conductos transversales o epididimarios, los que a su vez se
conectan posteriormente con el conducto de Wolff. Los testiculos y los conductos de Wolff
penden de un mesenterio o mesorquio que los adhiere a la pared dorsal del cuerpo. El
conducto de Wolff desemboca en la cloaca (Fig. 2 A).

Los cuerpos grasos adyacentes a los testiculos se sittian en disposicion paralela a
éstos (Fig. 2 B).

Los testiculos de A. dumerilii variaron en longitud y peso a lo largo del afio, siendo

el otofio la época de mayores valores, y la primavera la de menores valores (ver tabla 1).

VIL.2 Descripcién de la Estructura Microscépica del Aparato Reproductor de A4.
dumerilii
VIIL.2.1 Caracteristicas Histolégicas del Avance de la Espermatogénesis y del Tejido
Intersticial

En A. dumerilii los testiculos estan recubiertos por una delgada tinica albuginea carente de
pigmentacion. A partir de la tinica albuginea y hacia la médula del testiculo, se encuentran
los lobulillos espermatogenéticos que contienen quistes con células germinales en su
interior. Un lobulillo es el espacio que se forma entre las trabéculas de tejido conjuntivo
que parten de la zona periférica del testiculo en direccion al conducto deferente o de Wolff.
Analizando los componentes del tejido conjuntivo, encontramos vasos sanguineos,
fibroblastos, fibras de coldgena, células mioides, y en particular, células interlobulares,
también llamadas células de Leydig tempranas o intersticiales (Fig. 3 A, D). La estructura
del testiculo en su conformacién histolégica muestra una clara zonacion, derivada del
acomodo de los diferentes estadios de desarrollo de las células germinales en su interior.
Asi, se observa que en la regién cefilica, se localizan los estadios tempranos de la
espermatogénesis; mientras que en la regién caudal, se observan los estadios mas

avanzados (Fig. 2 C).
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Los quistes formados en el extremo cefalico se desplazan caudalmente conforme
maduran; por lo tanto, se produce una onda espermatogenética que se extiende
longitudinalmente a través del testiculo; asi, el testiculo puede ser dividido en zonas de
diferentes estadios espermatogenéticos.

La estructura de un quiste se forma por la asociacién de una célula folicular o de
Sertoli del epitelio germinal con una espermatogonia, rodeandola. La espermatogonia se
divide varias veces por mitosis antes de iniciarse la meiosis. Asi, el quiste contendra a las
células germinales en proceso de espermatogénesis en estadios sincrénicos de desarrollo;
esto es, espermatogonias, espermatocitos primarios, o secundarios; espermatidas tempranas,
o avanzadas; o espermatozoides (Fig. 4 A, B, C, D). De manera que en el interior de un
lobulillo espermatogenético se encuentran los quistes que van siendo desplazados por los
quistes nacientes en direccion al conducto de Wollff.

De acuerdo con los datos anteriores, la espermatogénesis de A. dumerilii es

cafalocaudal, longitudinal, en lobulillos y quistica (Fig. 5 A).

VIL.2.2 Cambios Estacionales del Avance de la Espermatogénesis y del Tejido
Intersticial

Durante el ciclo anual, el testiculo de 4. dumerilii muestra cambios morfolégicos muy

evidentes. La recrudescencia ocurre en verano. El testiculo alcanza su maximo desarrollo

durante otofio y la mayor parte del invierno, iniciando su regresion hacia finales de

invierno. En la primavera el testiculo muestra su longitud y actividad minimas.

De manera general, la histologia de las células germinales permanecié sin cambios
durante cada una de las estaciones del afio, primavera, verano, otofio, invierno. Esto es, que
durante cada uno de los distintos estadios del proceso espermatogenético, las células
germinales  permanecieron  morfoldgicamente  iguales. Las  espermatogonias
independientemente de la estacidon del afio mantuvieron el mismo didmetro (50 pm) y la
misma estructura cromatinica. Las espermatogonias B promediaron en cada estacién 40
um. Los espermatocitos primarios fueron apreciados como células esféricas de 37 pm
promedio. Los espermatocitos secundarios promediaron en cada estaciéon 27 pum. Las
espermatidas en cada estacién se mostraron como células esféricas con un diametro

promedio de 17 pm. Igualmente en las estaciones en que se encuentran espermatozoides,
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éstos conservan sus caracteristicas y su tamafio (5 pm promedio en nicleo). Sin embargo,
donde se aprecia variacion estacional, es en la cantidad y el area que ocupa cada uno de los
estadios espermatogenéticos a lo largo del testiculo. Asi, las caracteristicas microscopicas
estacionales del avance de la espermatogénesis y los cambios del tejido intersticial en el
testiculo se describen a continuacion, iniciando esta secuencia en la estacién en que ocurre
la recrudescencia.

Verano

A finales de junio se reactiva el proceso espermatogenético. Por lo tanto, en este
tiempo es posible observar gran cantidad de espermatocitos primarios; asi como lobulillos
que contienen espermatidas en estadios tempranos y avanzados; sin embargo, ain son
escasos los espermatozoides diferenciados (Fig. 5 A).

El tejido intersticial y los demas elementos del tejido conjuntivo, alin se encuentran
muy reducidos. Las células de Leydig tempranas son delgadas y alargadas, con nucleos
igualmente ahusados u ovalados (Fig. 5 A).

Otoiio

Al inicio del otofio, las células de Leydig tempranas que conforman el tejido
intersticial, mantienen forma delgada y aplanada, similar a la observada en verano (Fig. 5
B). Sin embargo, conforme avanza el otofio, la espermatogénesis avanza y en el testiculo se
aprecian cambios histolégicos. La espermatogénesis muestra gran actividad, por lo que es
posible observar practicamente todos los estadios de desarrollo de las células germinales.
Las espermatogonias primarias y secundarias son escasas; los espermatocitos primarios son
abundantes; los espermatocitos secundarios son menos abundantes, mientras que las
espermatidas tempranas y avanzadas son mas numerosas. Sin embargo, el estadio mas
abundante es el de espermatozoides, ocupando la mayor area del testiculo (Figs. 5 B; 6 A).

En algunos lobulillos en los que el proceso de espermatogénesis se ha llevado a
cabo y las espermatidas han alcanzado el estadio de espermatozoides, la espermiacién es
evidente. Se encuentran numerosos lobulillos en los que se han liberado los
espermatozoides, mismos que son muy abundantes en el extremo proximal al conducto de
Wolff y en los conductos eferentes (Fig. 6 A). Los conductos eferentes, conteniendo

abundantes espermatozoides, se alargan (Fig. 6 A).
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Durante septiembre, la transformacién de las células de Leydig tempranas en tejido
intersticial hipertrofiado, comienza cuando la mayoria de los espermatozoides son
desalojados de los lobulillos; esta transformacién se manifiesta con la hipertrofia del
volumen citoplasmatico de la célula de Leydig, pasando de formas delgadas y alargadas,
con nucleos alargados, a células de gran didmetro (70 pm promedio), con formas
irregulares y nucleos centrales y redondos. Asi, las células de Leydig forman paredes muy
gruesas alrededor de los lobulillos (Fig. 6 B, C, D, E). Cuando adquieren este estadio
histoldgico, las células de Leydig se encuentran localizadas en la zona proximal al conducto
de Wolff (Fig. 6 D, E). Igualmente, durante el proceso de hipertrofia el tejido intersticial se
vuelve ricamente vascularizado, lo que irriga ampliamente a las células de Leydig (Fig. 6
E).

Avanzado el proceso de hipertrofia del tejido intersticial y poco antes de que
comience su regresion, es posible observar la hipertrofia de las células somaticas que se
encuentran al interior del lobulillo, las células de Sertoli que conformaban el quiste
espermatogenético; formando con su hipertrofia un epitelio al interior del lobulillo.

Situadas en la periferia del lobulillo, antes y durante 1a hipertrofia de las células de
Leydig, se observa a unas pequefias células de 15 pm de largo promedio, de forma aplanada
con nucleo piramidal, ovalado o irregular y citoplasma hialino, son las células foliculares o
de Sertoli (Fig. 7 A, B). Cuando el remanente de espermatozoides ha sido desalojado o
reabsorbido del lumen del lobulillo por estas células de Sertoli, comienza a observarse una
capa de células epiteliales, que conforme crecen ocluyen la luz del lobulillo (Fig. 7 A, B).
Esta capa de células epiteliales se desarrolla a partir de las pequefias células foliculares o de
Sertoli situadas en la periferia del lobulillo. Cuando se hipertrofian, adquieren un gran
tamafio (60 um en promedio), aunque son mas pequefias que las de Leydig (70 pm de
diametro promedio). Las células de Sertoli son de forma irregular, citoplasma hialino y con
nicleos basales basoéfilos y de forma irregular. Al centro de estos lobulillos, es posible
observar algunas espermatogonias (Fig. 7 E, D), que se distinguen por sus caracteristicas
como talla (50 um de diametro), forma (esférica y citoplasma hialino) y nicleo esférico con
cromatina fibrilar en su interior. En la base de la capa de células de Sertoli se distingue una
membrana basal PAS+. Subyacente a esta membrana hay tejido conjuntivo vascularizado,

entre el cual se localizan las células de Leydig (Figs. 6 C, D; 7 A).
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Posteriormente, al final de la maxima actividad reproductiva, las células de Sertoli
que conformaban el epitelio inician y completan su regresion al interior del lobulillo,
tornandose irregulares, con pérdida de limites celulares, nucleos picnéticos y vacuolas
citoplasmaticas; en tanto que las células de Leydig situadas al exterior del lobulillo
permanecen hipertrofiadas y aparentemente estratificadas durante este tiempo (Fig. 7 C, D,
E). En la luz de los lobulillos en regresién, rodeados por las células de Leydig
hipertrofiadas, puede encontrarse restos de células de Sertoli, y espermatozoides que ain no
han sido desalojados hacia los conductos deferentes (Figs. 6 D, E; 7 A, B).

Invierno

Durante esta estacidén, las caracteristicas histoldgicas de los testiculos son
semejantes a las descritas para el otofio, al mantenerse la actividad espermatogenética desde
inicios del otofio y hasta finales del invierno. Las espermatogonias secundarias y los
espermatocitos primarios y secundarios son muy escasos; siendo los espermatozoides los
mas abundantes, ocupando la mayor parte del testiculo. Las células de Leydig en la zona
mas proximal al conducto de Wolff, mantienen la morfologia del otofio, hipertrofiadas,
estratificadas y delimitando al lobulillo, manteniendo asi, desarrollado al tejido intersticial.

Desde finales de invierno, cuando la maxima actividad reproductiva ha concluido, al
interior del testiculo ya no se observa proliferacion de elementos germinales ni somaticos;
por lo que a partir de febrero se concluye el desalojo total de espermatozoides e inicia el
proceso de regresion del tejido intersticial. Las células de Leydig que limitan el lobulillo,
muestran vacuolas citoplasmaticas, nucleos picnéticos, pérdida de limites celulares y
disminucién de su basofilia. Estas células continlian progresivamente su regresion durante
el resto de la primavera, alcanzando la longitud y peso minimos (22.72 mm y 0.46 gr
promedio respectivamente) (Fig. 8 A).

Primavera
Los testiculos de A. dumerilii en primavera continian y mantienen el proceso de regresion
iniciado a finales de invierno, permaneciendo con las mismas caracteristicas histol6gicas el

resto de la primavera.
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VIL.3 Conductos del Sistema Reproductor Masculino

En A. dumerilii los conductos que contienen y transportan a los espermatozoides una vez
alcanzada su madurez morfoldgica, son los conductos eferentes (intratesticulares), los
conductos transversales o también llamados epididimarios y el conducto deferente o de
Wolff. Estos conductos también varian en su diametro dependiendo del momento del ciclo
reproductivo en que se encuentran. Asi, el diametro de su luz es mucho mas grande en
época reproductiva (otofio-invierno), cuando contienen en su interior a los espermatozoides
(Fig. 9 A, B, C, D, E, F), y en época no reproductiva (primavera-verano) los diametros

permanecen muy pequeilos, al mantenerse la luz casi cerrada y sin espermatozoides.

VIL.4 Complejo Glandular Cloacal

VIL.41 Morfologia del Complejo Glandular Cloacal
La cloaca de A. dumerilii es ventral, muestra simetria bilateral y se ubica donde comienza
la cauda del ajolote (Fig. 2 A).

De manera interna a la cloaca en la seccidn correspondiente a la camara cloacal, el
complejo glandular cloacal ocupa una gran area caudal de la region pélvica del organismo.
Todas las glandulas que conforman el complejo glandular cloacal son del tipo tubular no
ramificado (sencillo), mostrando diversas caracteristicas morfologicas en sus tipos
epiteliales. De acuerdo con la nomenclatura que describe Sever (1981, 1983), en A.
dumerilii, se observaron los siguientes cinco tipos de glandulas: 1) pélvicas dorsales, 2)
pélvicas dorsolaterales, 3) de Kingsbury, 4) ventrales, y 5) anales (Fig. 10 A). en todos los
casos, las glandulas que componen el complejo glandular cloacal estdn rodeadas por tejido
conjuntivo, compuesto de fibroblastos, vasos sanguineos, fibras de colagena y reticulares,
entre otros elementos. En el limite del tejido conjuntivo y el epitelio glandular existe una
membrana basal, y alrededor de ésta se observa células mioepiteliales (Fig. 14 A, B, C, D,
E).

Complejo glandular cloacal en otofio-invierno

En otofio-invierno, durante la época reproductiva, es evidente la hipertrofia de la
cloaca (Fig. 2 A). Internamente, todas las glandulas cloacales se hipertrofian gradualmente
conforme la época reproductiva se aproxima. Esta hipertrofia coincide con la acumulacién

de espermatozoides en los conductos eferentes y deferentes. Durante este tiempo, los
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conductos glandulares contienen abundantes secreciones acidéfilas o baséfilas (Fig. 10 A),
con excepcion de las secreciones en los conductos de las glandulas ventrales, que resultaron
negativas para las tinciones utilizadas. La maxima hipertrofia y actividad secretora de las
glandulas cloacales se observé en los meses de septiembre a enero; coincidiendo con los
conductos deferentes cuando alcanzaron su maxima distension y el maximo
empaquetamiento de espermatozoides (Figs. 9 C; 10 A).

De forma particular, las caracteristicas de cada tipo glandular en otofio-invierno,
durante la época reproductiva son:

Glandulas Pélvicas Dorsales. Son glandulas tubulares sencillas; sus conductos son
largos. Sus diametros luminales son de 105 um promedio. Las células epiteliales son
columnares (15-17 um de altura). El citoplasma es acidéfilo y contiene muchas vacuolas
claras o ligeramente tefiidas; la superficie luminal de cada célula epitelial es irregular. Los
limenes de estos conductos muestran secrecion finamente granulosa de dos tipos,
apreciados por diferencias en su afinidad tintérea baséfila y eosinéfila (Figs. 9 A, 11 A).

Glandulas Pélvicas Dorsolaterales. Glandulas tubulares sencillas cuyos conductos
se extienden hacia la porcion tubular posterior. Sus didmetros luminales son de 115 pm
promedio. Las células epiteliales son ciibicas o bajas con una altura de 8-10 pm. Tienen
grandes nticleos ovoides, el citoplasma es acidéfilo y ligeramente granular, conteniendo
abundantes vacuolas. Los Iimenes de los conductos contienen abundante secrecion
acidéfila finamente fibrosa (Figs. 10 A, 11 B).

Glandulas de Kingsbury. Glandulas tubulares sencillas. Sus didmetros luminales
son de 75 pm promedio. Las células epiteliales de los conductos son de 10-15 pm de altura;
su citoplasma contiene granulos gruesos de secrecion acidoéfila. El extremo apical del
epitelio es liso con algunas irregularidades en el lumen (Figs. 10 A; 11 C, 12 A).

Glandulas Ventrales. Glandulas tubulares sencillas. Son las mas numerosas y de
mayor didametro; su lumen promedia 130 pm; ocupan el area mas ventral del tubo cloacal.
Las células epiteliales son muy bajas (5-6 pm de altura), con niicleo alargado. Los extremos
apicales de las células glandulares muestran abundantes globulos de secrecién azul alciano
+. En el resto de la luz del conducto glandular la secrecion es negativa a la tincién azul

alciano y hematoxilina-eosina (Figs. 10 A; 12 A, B).
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Glandulas Anales. Se localizan en el extremo caudal de los labios cloacales. Sus
diametros luminales son de 30 pm en promedio. La altura de las células epiteliales es de 11
um promedio. Su citoplasma es acidéfilo. Los limenes de las glandulas contienen
secrecion acidofila homogénea (Figs. 10 A; 12 C).

De manera paralela al desarrollo del complejo glandular cloacal y al conducto
deferente, las glandulas adyacentes al rifion muestran un patrén de hipertrofia y regresion
similar. La hipertrofia de estas glandulas se hace evidente en otofio-invierno, durante la
época reproductiva. Asi, en los meses de septiembre a enero alcanzan su maximo
desarrollo, evidenciado por las abundantes secreciones al interior de sus numerosos
conductos glandulares (Fig. 13 A, B, C, D), tiempo en que es posible observar numerosos
espermartozoides en los conductos deferentes o de Wolff (Fig. 13 B, C).

Complejo glandular cloacal a finales de invierno
Todas las glandulas del complejo se fueron reduciendo gradualmente durante los meses de
enero a febrero. Esta regresion es evidente por las modificaciones histologicas de las
glandulas. Los conductos glandulares redujeron la cantidad de secreciones y su luz se
observé reducida; también se redujo la altura de los epitelios glandulares que delimitan los
conductos; y se hace cada vez mas abundante y evidente el tejido conjuntivo alrededor de
las glandulas en regresion (Fig. 14 A, B, C, D, E).

Complejo glandular cloacal en primavera-verano (época no reproductiva)

Durante la época no reproductiva, en la primavera y la mayor parte del verano, las
glandulas alcanzaron la maxima reduccién en diametro, espacio luminal y altura de sus
células. Rodeando al epitelio de la mayoria de las glandulas se observan algunas células
mioepiteliales y abundante tejido conjuntivo con vasos sanguineos (Fig. 15 A, B, C, D, E).
Los limenes de las glandulas contienen escasas secreciones y sus células tienen reacciones
negativas a las tinciones de PAS y azul alciano. Solo las glandulas de Kingsbury y
ventrales tuvieron reacciones positivas débiles en la porcién apical de las células

glandulares.

29



0t

£0FIS'T £0°F96°0 S'TFS8S0 | 8°0F9P°0 | IFSTIS'0 | S'OFLP'O T 0FS6€°T X
5SSl L0 050 050 0£'1 b 15)
$S'1 'l 09°0 00 S0 $$°0 8€'1 €
bl €'l 660 LSO 050 b0 050 00 vl z [epeuo3
$S'1 8¢’ 01 09°0 550 $5°0 090 b0 0t'0 61 I 0834
S'TFS°0€ S'IFST67 £FS'87 | TOF0°0E | S'0FS'8T | S'TFOEL S'1F0'62 X
0'0¢ 0'sT 01€ b
0ZE 0'0¢ 067 0°0€ 062 05T 08T ¢ AEEVu
0'0€ 062 0'8C 0'sT 0'sT 0°0¢ 0'sT 022 0°0¢ z [epRRs
0°0¢ $'6C 067 0LT 0°0¢ 0°0¢ 0°0¢ 00z | sLTT 0LT 1 | pmiduoy
S'8FST'981 STF0'S8T S'0F0'0P | 0TFS LTI | S'0FS'EST | S'0FS'STI 0150061 X
0°S6l 0061 0°0S1 0071 002 14 A.-wv
0561 0°0ST oovl | 00zl | 00SI 0021 0'0LI 3
0081 s81 0°00Z 0°0L1 0°0p1 0021 0'sST 0°0€T 0'00Z z 1810}
0'SLY S061 0002 0091 0'ov1 0'0ov1 0091 0°0€1 0°091 0'0L1 I 0S4
1¥759'92 S'0F7S'97 179°97 | 1765'97 | IFHE97 | 17997 1¥579'97 X
05T 59T $'9Z 0'LT 062 b ()
0LT 697 1'92 $'9Z 0'sT $9Z 0'sT ¢
5997 $5'97 ¥S'9Z 0992 6'ST 09C 0'LT 1'sT $'LT z 1830
5997 1592 0592 9597 09Z ST 0LT 1'9¢ $'9z 0'sT [ | pmiSuoy
p=u 7=u p=N =u £=u £=u p=u p=u I=u p=u (w)
TIFNFIOIA | THIIWIAIAON | THANLD0 | TIFINALLAAS | OLSOOY ornr OINNOT OAVIA 1AV | OZUVIA | OdTdddd | O4dANT | onplaipuf
AUy ouo0jQ OUBIIA BIdABWILL] OWIIIAU] uone)sy

1mrownp “p ud sed1rdodsordel SSUOIOIPIW 9IQOS SOILIUINU SOJe(] “| BIqeL




Fig. 1. A) Mapa de localizacion geografica del lago de Patzcuaro en la Republica
Mexicana. B) Panorama del lago de Patzcuaro. C) Ejemplar macho del ajolote A. dumerilii.
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FIGURA 1

Lago de Patzcuaro, Michoacan

Lago de Patzcuaro
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Fig. 2. Disecciéon y panorama histolégico del aparato reproductor masculino de A.
dumerilii. A) Testiculos paralelos y elongados (T). Aspecto macroscopico de la cloaca
hipertrofiada (C) en otofio-invierno, en época reproductiva. B) Aparato urogenital
disectado; testiculos (T), cuerpos grasos (g) y conducto de Wolff (W). C) Zonacion interna
del testiculo, con células germinales en estadios tempranos (1) en la region cefélica
periférica; células germinales en estadios avanzados (2) en la region caudal interna. C) H-E;
78X.
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FIGURA 2




Figura 3. Estructura de los lobulillos espermatogenéticos de A. dumerilii. A, B) Lobulillos
que contienen células germinales (Cg). Trabéculas de tejido conjuntivo interlobular con
vasos sanguineos (V), fibroblastos (F), fibras de colagena (FC). C) Células germinales en
forma de grupos sincrénicos 1lamados quistes (Q); lobulillos con quistes de espermatocitos
primarios (Ecl) y espermatidas (Ed) cercanas a la zona cefalica del testiculo. D) Lobulillos
con quistes de espermatozoides (Ez) en la zona caudal del testiculo. A) H-E, 200X; B)
PAS-Gallego, 200X; C) PAS-Gallego, 500X; D) PAS-Gallego, 200X.

35



FIGURA 3




Fig. 4. Quistes espermatogenéticos en A. dumerilii. A) Espermatogonia primaria (E1)
rodeada de tejido conjuntivo (TC); espermatogonias secundarias (E2) al interior de
lobulillos; células de Sertoli (S) rodean a las espermatogonias. B) Espermatocitos primarios
en fases meidticas, en paquiteno (p), en dipléteno (d). C) Espermatocitos secundarios
(Ec2); espermétidas tempranas (Edl); espermatidas avanzadas (Ed2). D) Quiste de
espermatozoides arreglados en forma espiral (Ez). A) azul alciano, 500X; B) doble
impregnacion argéntica, 500X; C) azul alciano, 500X; D) azul alciano, 500X.
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FIGURA 4




Fig. 5. Panorama del testiculo de A. dumerilii en verano (A) y en otofio (B). En A) son muy
abundantes los quistes de espermatocitos primarios (Ecl), espermatidas tempranas (Edl) y
espermatidas avanzadas (Ed2). B) Escasos quistes con espermatocitos primarios (Ecl) y
abundantes quistes con espermatozoides (Ez). Note que se ha inciado la espermiacion en
lobulillos donde se observa menor nimero de quistes. En A y B el tejido intersticial (TI) es
escaso. A) H-E, 32X; B) H-E, 32X.
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Fig. 6. Transformacién de células de Leydig tempranas en células de Leydig hipertrofiadas
en A. dumerilii, en otofio. A) Panorama histolégico del testiculo. Se observan lobulillos
espermatogenéticos conteniendo quistes de espermatozoides (Ez) durante la espermiacion.
Lobulillos con escasos espermatozoides en el extremo derecho y lobulillos con abundantes
espermatozoides en la region media de la imagen; abundante tejido intersticial formado por
células de Leydig hipertrofiadas (L2); conductos eferentes (Ce) conteniendo
espermatozoides. B, C) Células de Leydig en etapas tempranas de su hipertrofia (L1); son
delgadas, cubicas bajas o ligeramente irregulares, con nucleos irregulares o esféricos. C, D,
E) Abundantes células de Leydig hipertrofiadas (L2) rodeando a los lobulillos en regresion
con restos de células de Sertoli, o en regresién (S) en su interior. Entre las células de
Leydig se observa vasos sanguineos (V). A) PAS-azul alcianol, 32X; B) tricrémica de
Cajal, 200X; C) PAS- azul alciano, 500X; D) tricrémica de Cajal, 500X; E) H-E, 200X.
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Fig. 7. Proceso de regresion de los lobulillos espermatogenéticos en 4. dumerilii a finales
de invierno. A) En la parte derecha de la imagen se aprecia un lobulillo conteniendo quistes
de espermatozoides (Ez) y es rodeado por células de Leydig (L1) en etapa inicial de su
hipertrofia; en la periferia interna del lobulillo se observan nucleos de células de Sertoli (S)
con forma piramidal, ovalada o irregular. El lobulillo del lado izquierdo contiene en el
centro restos de espermatozoides (Ez), y alrededor, se aprecian los nicleos de formas
piramidales e irregulares de las células de Sertoli (S), cuyos citoplasmas ocupan toda la luz
del lobulillo. Las células de Leydig (L2) que rodean el lobulillo se aprecian en estado mas
avanzado de hipertrofia. B, C, D, E) Las células de Sertoli en regresion (S) disminuyen su
diametro, en tanto que las células de Leydig (L2) lo mantienen. Se observan vasos
sanguineos (V) entre ambas capas celulares. Se observan algunas espermatogonias (Eg)
entre las células de Sertoli. Al interior del lobulillo se observa restos de quistes (Q) después
de la salida de los espermatozoides. A) PAS-azul alciano, 500X; B) tricrémica de Cajal,
200X; C) PAS, 200X; D) PAS, 500X; E) H-E, 200X.
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Fig. 8. Aspectos del testiculo de A. dumerili en regresién, en primavera. A, B) Panorama
del testiculo con lobulillos con escasos conjuntos de espermatozoides (Ez) que se ubican en
la periferia interna del testiculo, hacia la zona proximal al conducto de Wolff y hacia la
zona caudal, préximos a ser expulsados. Separadas de los lobulillos de espermatozoides del
ciclo anterior por una amplia zona de tejido intersticial en regresion (TI), se encuentran
espermatogonias (Eg) cercanas a la zona cefalica y periférica externa del testiculo, células
que formaran parte del siguiente ciclo anual. C, D) Detalle del tejido intersticial (TI) en
regresion. Se observan nicleos picnéticos, pérdida de limites celulares y entre ellas,
espermatogonias (Eg). A, B) H-E, 32X; C) H-E, 78X; D) PAS, 200X.

45



FIGURA 8

1

W
¥

&

s B
AN R

Ry S

i |

iy

W
@,
~

3

o

N BT

IWV.,___,_.MMJ.V._“,.__ _.
N ez

..
b
’-
LT

R
|

Yot W

U. nn..zV

. ’.l a-.. - h .v

RS
<59 .,...'Ju-

~ .y
- .
w*.“.‘.m

1
hat -
% S :wyo at Noaian

ﬂ.v
A -.'




Fig. 9. Conductos del sistema reproductor masculino de 4. dumerilii en otofio-invierno, en época
reproductiva. A) Conducto eferente intratesticular (Ce). En su interior se observa espermatozoides
(Ez) morfolégicamente maduros, libres. Lobulillos espermatogenéticos con quistes (Q) de
espermatozoides contenidos por las células de Sertolii B, D) Conductos transversales o
epididimarios. En B), se observa conductos delimitados por epitelio cibico mediano con
microvellosidades (mv) abundantes y muy amplias que abarcan toda la luz del conducto. Se observa
conductos entrando en regresion (Ct) con didmetro méas pequefio y muy pocas microvellosidades.
En D), los espermatozoides en su mayoria ya fueron desalojados de los conductos de los conductos
(Ct), quedando sélo algunos restos de ellos (Ez). C, E, F) Conducto deferente o de Wolf (W)
contorneado y su lumen ocupado por espermatozoides (Ez) muy abundantes. E) Detalle de C)
donde se observa la periferia del conducto; tejido conjuntivo (TC) con vasos sanguineos (Vv);
epitelio columnar (Ep) alto con células apicales. En la luz del conducto se observa gran cantidad de
espermatozoides libres (Ez). En F) se observa un detalle de C); zona periférica donde se observa
abundante tejido conjuntivo (TC). El epitelio (Ep) del conducto se observa columnar muy alto, con
nicleos basales columnares altos y células apicales con nucleo apical. En la luz del conducto se
observa grupos de espermatozoides libres.
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Fig. 10. Panorama del complejo glandular cloacal de A. dumerilii en otofio-invierno. A) Se
distinguen cinco tipos de glandulas cloacales: 1) pélvicas dorsales (D); 2) pélvicas
dorsolaterales (D1); 3) de Kingsbury (K); 4) ventrales (Vt); 5) Anales (An); se observa el
epitelio (Ep) que limita la luz de la cloaca. B) Detalle del epitelio (Ep) que limita la luz de
la cloaca; células epiteliales columnares altas y ciliadas, con niicleos basales alargados y
basofilos. A) H-E, 32X; B) H-E, 200X.
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Fig. 11. Detalle de las glandulas pélvicas dorsales, pélvicas dorsolaterales y de Kingsbury
del complejo glandular cloacal de Ambystoma dumerilii en otofio-invierno. A) Glandulas
pélvicas dorsales (D); muestran epitelio columnar muy alto, nicleos esféricos basales y
finos granulos acidéfilos apicales; la luz contiene secrecion acidéfila de apariencia
homogénea. B) Glandulas pélvicas dorsolaterales (Dl); su epitelio es ctibico o bajo con
nucleos ovalados; la secrecién es acidéfila y fibrosa. Glandula de Kingsbury (K) con
secrecion granulosa intensamente acidéfila. C) Detalle de la glandula de Kingsbury (K)

formada por células columnares con nticleos esféricos basales y globulillos de secrecion. A)
H-E, 200X; B) H-E, 200X; C) H-E, 500X.
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Fig. 12. Detalle de las glandulas de Kingsbury, ventrales y anales del complejo glandular
cloacal de A. dumerilii en otofio-invierno. A) Glandulas de Kingsbury (K) rodeadas de
tejido conjuntivo (TC) con vasos sanguineos (V). Glandulas ventrales (Vt) con amplia e
irregular luz; epitelio plano. B) Glandulas ventrales (Vt). El epitelio plano libera globulillos
de secrecion azul alciano +; tejido conjuntivo (TC) alrededor de las glandulas; epitelio (Ep)
que limita la luz de la cloaca. C) Glandulas anales (An). Glandulas tubulares en cortes
transversales con epitelio plano, rodeadas de abundante tejido conjuntivo. A) H-E, 200X
B) azul alciano, 200X; C) H-E, 78X.
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Fig. 13. Panorama del complejo glandular cloacal de 4. dumerilii a finales de invierno, al
inicio de la regresion. A, B) Glandulas pélvicas dorsales (D) en corte transversal con
abundantes secreciones en su luz. Glandulas pélvicas dorsolaterales (DI) en cortes
longitudinales y tincién en azul alciano+; glandulas de Kingsbury (K); abundante tejido
conjuntivo (TC) rodea y sostiene a las glandulas. Algunas glandulas se van retrayendo y
perdiendo limites celulares. C) Detalle de glandulas pélvicas dorsolaterales (D1); muestran
epitelio cibico bajo (Ep) y abundantes secreciones en su lumen. Las glandulas de
Kingsbury (K) muestran pérdida de limites celulares y poca secrecion en su luz. A) azul
alciano, 32X; B) H-E, 78X; C) H-E, 78X.
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Fig. 14. Detalle de las glandulas del complejo glandular cloacal en regresiéon en A.
dumerilii en primavera-verano. A, B) Conjuntos de glandulas del complejo glandular
cloacal; glandulas de Kingsbury (K); glandulas pélvicas dorsolaterales (DIl) y ventrales
(Vt); las glandulas se encuentran en reduccidn; las de Kingsbury contienen sustancia de
secrecidn; las pélvicas dorsolaterales y las ventrales sin secreciones aparentes. Las
glandulas aparecen rodeadas de tejido conjuntivo (TC). C, D, E) Mayor detalle de las
glandulas de Kingsbury (K), pélvicas dorsolaterales (DIl) y ventrales (Vt). Las de Kingsbury
con finos granulos de secrecion en el lumen; las dorsolaterales y las ventrales sin
secreciones. Entre las cinco micrografias de esta figura las glandulas aparecen rodeadas de
un mioepitelio (mEp) plano muy bajo, y rodeando a éste, tejido conjuntivo, conteniendo
vasos sanguineos (V), fibroblatos (Fb), fibras colagenas (Fc) y fibras reticulares (Fr). A) H-
E, 200X; B) H-E, 200X; C, D, E) H-E, 500X.
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ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA

Fig. 15. Panorama histolégico de la regién donde coinciden los rifiones, el complejo
glandular anexo a los rifiones y los conductos deferentes de A. dumerilii en otofio-invierno.
A) Panorama de los rifiones (R), el complejo glandular anexo (Ga) y los conductos
deferentes (Cd). B, C, D) Detalles de A), donde se muestra la estrecha relacidon del rifion
(R) con los conductos deferentes (Cd) y las glandulas anexas (Ga) y los tipos glandulares
que conforman el complejo glandular anexo (Ga) y las abundantes sustancias de secrecion
en su lumen en esta época. Espermatozoides (Ez) en los conductos deferentes. En D) se
observan dos tipos de secreciones glandulares con secrecion densa (sd) y secreciéon hialina
(sh) en dos distintos tipos de glandulas (Gal y Ga2). A) PAS, 32X; B) doble impregnacion
argéntica, 78X; C) PAS, 200X; D) doble impregnacién argéntica, 500X.
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VIII. DISCUSION

Analizando los aspectos histologicos del avance de la espermatogénesis, del tejido
intersticial, los conductos y el complejo glandular cloacal durante el ciclo anual del aparato
reproductor del ajolote macho de la especie A. dumerilii, se observa que la
espermatogénesis se inicia con la formaciéon de quistes y la proliferaciéon de células
germinales al interior de los lobulillos y de los testiculos, al final de la primavera o al inicio
del verano; coincidiendo estas observaciones con las de Carrick, 1934 (Ambystoma
tigrinum); Miltner y Armstrong, 1983 (Ambystoma mexicanum); Pudney et al., 1983
(Necturus maculosus); Norris et al., 1985 (Ambystoma tigrinum); Pudney et al., 1995
(Cryptobranchus alleganiensis); Rastogi e lela, 1992 (Triturus carnifex), quienes afirman
que en estas especies la espermatogénesis es iniciada en los testiculos en regresion con la
formacidn de quistes espermatogenéticos.

Los testiculos de A. dumerilii muestran una marcada diferencia histologica
cefalocaudal que indica el avance del proceso espermatogenético; apreciandose una
zonacion al interior de éstos. De manera que en la zona cefalica es posible observar células
germinales de gran talla (50 pm en promedio) con citoplasma halino, y conforme se avanza
en la observacion del testiculo hacia la parte caudal y en direccién al conducto de Wolff, se
encuentra células que disminuyen de didémetro y aumentan su afinidad tintérea, células con
cromatina mas densa. Este proceso es similar a lo descrito para otros caudados como
Necturus maculosus, Desmognathus fusca, Diemyctylus viridescens, Cryptobranchus
alleghaniensis y Plethodon erythronotus (Humphrey, 1921); Amblystoma tigrinum
(Carrick, 1934); Pseudoeurycea rex, Eurycea lucifuga y Eurycea longicauda (Houck
1977); Necturus maculosus, Trituroides hongkongensis (Tso y Lofts, 1977); A. tigrinum
(Armstrong, 1989) y Triturus marmoratus (Fraile et al., 1989, 1990); en los que la
espermatogénesis se inicia en la periferia del extremo cefélico de los testiculos, en tanto
que las etapas avanzadas de diferenciacion espermatogenética, como espermatocitos,
espermatidas y espermatozoides, se localizan progresivamente en direccién caudal hacia el
conducto de Wolff. Nuestras observaciones coinciden con los resultados de estos autores, y
en particular, confirmamos la observacion realizada previamente en A. dumerilii por Uribe
et al. (1994, 2001, 2003), al identificar en esta especie, espermatogénesis de tipo

longitudinal, lobular y quistica, que igualmente avanza en direccién al conducto de Wolff.
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En A. dumerilii, el avance de la espermatogénesis a través de las estaciones del afio,
se muestra a manera de cambios citoldgicos de forma sincronica de las células germinales
al interior de quistes. Asi, los quistes en periodos sucesivos s6lo contendran un estadio
espermatogenético, como  espermatogonias,  espermatocitos, espermatidas o
espermatozoides. Igualmente a lo descrito en otras especies como Necturus maculosus,
Desmognathus fusca, Diemyctylus viridescens, Cryptobranchus alleghaniensis y Plethodon
erythronotus (Humphrey, 1921); Amblystoma tigrinum (Carrick, 1934); Ambystoma
mexicamun (Houck, 1977); Necturus maculosus (Pudney et al., 1983); Eurycea lucifuga,
Eurycea longicauda (Williams et al., 1985); Trituroides hongkongensis (Armstrong, 1989);
Triturus marmoratus (Fraile et al., 1989, 1990); confirmando también lo descrito
anteriormente por Uribe et al. (1994, 2001, 2003) en A. dumerilii, quienes afirman que todo
el proceso espermatogenético que llevan a cabo las células germinales se realiza al interior
de espermatoquistes formados por la asociacién de células de Sertoli que engloban a las
células germinales y controlan el proceso de espermatogénesis.

Una vez llegado el fin del proceso espermatogenético en A. dumerilii, cuando los
espermatozoides morfolégicamente maduros son desalojados del quiste y del lobulillo
espermatogenético y son depositados en los conductos eferentes, se desarrolla una capa de
células foliculares o de Sertoli que recubren internamente la luz del lobulillo desalojado, y
mas tarde estas células aumentan de volumen y ocluyen totalmente la luz del lobulillo. Esta
capa de células de Sertoli hipertrofiadas ha sido descrita por Humphrey (1921) y Carrick
(1934), quienes afirman que estas células cumplen funciones de espermatofagia; Tso y
Lofts (1977a), Fraile et al. (1989, 1990) y Pudney (1995), le asignan una funcién endocrina
y afirman que las cé€lulas de Sertoli pueden producir pequeilas cantidades de hormona
testosterona, que ejerce un control local sobre la sincronizacion de la espermatogénesis en
un mismo quiste; Grier (1983) y Pudney et al. (1995) le asignan una funcién como barrera
de permeabilidad; mientras que Franchi et al. (1982) mencionan que esta capa cumple con
el suministro de nutrientes que requieren las células germinales. En A. dumerilii la capa de
células de Sertoli hipertrofiadas se desarrolla ampliamente cuando la mayoria de los
espermatozoides ha sido desalojada de los quistes, quedando sélo restos de algunos de
ellos; asi como algunos restos de células de Sertoli que ya han terminado su funcién,

algunas secreciones y algunos espermatozoides con forma anormal. Con base en lo descrito
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por los autores antes mencionados y lo observado en nuestras preparaciones, proponemos
que las células de Sertoli hipertrofiadas en 4. dumerilii llevan a cabo la misma tarea de
fagocitosis, encargandose de eliminar los restos citologicos del ciclo espermatogenético que
termina; ya que es posible observar al centro del lobulillo en regresion células libres de 20
um de diametro promedio, de forma semiesférica y nucleo baséfilo. Estas células pueden
corresponder a células de Sertoli que se desprenden del epitelio y forman fagocitos; de
manera que se sugiere que ambos elementos celulares, las células epiteliales y las células
libres realicen funciones de eliminacién de residuos tisulares.

De forma casi simultanea con la hipertrofia de las células de Sertoli al final del
proceso espermatogenético, cuando los espermatozoides son desalojados del quiste y del
lobulillo, las células de Leydig delgadas y alargadas que delimitan el lobulillo, se
hipertrofian de manera notable, formandose asi el tejido intersticial. Las células de Leydig
permanecen hipertrofiadas mas tiempo que las células de Sertoli, ya que se observé que
estas ultimas entran en regresion mientras las células de Leydig permanecen mas tiempo
hipertrofiadas.

Con base en lo afirmado en los autores anteriormente citados (Humphrey, 1921,
Carric, 1934, Tso y Lofts, 1977a, Franchi et al, 1982, Grier, 1983, Fraile et al, 1989, 1990,
Pudney, 1995), proponemos que los cambios observados en las caracteristicas histoldgicas
del tejido intersticial en A. dumerilii sean una respuesta temporal a las condiciones
fisiologicas del testiculo; igualmente que sean una modificacién temporal en respuesta a las
condiciones del medio. Pues mientras las células germinales en estado avanzado de
maduracién permanezcan en el interior del quiste y dentro del lobulillo, las células de
Leydig que delimitan los lobulillos muestran poca hipertrofia y por lo tanto, baja
acumulaciéon de secreciones; sin embargo, en otofio, cuando el quiste de espermatozoides
llega a la fase final de la espermatogénesis y comienza la espermiacion, se observa una gran
transformacién histolégica de las células de Leydig; principalmente la hipertrofia del
volumen citoplasmatico, formas de irregulares a ctiibicas con nicleos centrales y redondos;
lo que sugiere el aumento en la produccién de andrdégenos; esto es, que la modificacion
morfoldgica del tejido intersticial ocurre en relacion con los cambios al interior del
lobulillo, que son progresivos durante el ciclo reproductor. En este sentido, los cambios

mas notables del testiculo a través del ciclo reproductivo son la hipertrofia y aparente
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estratificacion de las células de Leydig, la hipertrofia de la capa epitelial de células de
Sertoli al interior del lobulillo, que ocurre al final de la espermiacién obliterando la luz,
forméandose un lobulillo ocupado por las células de Sertoli y delimitado por su membrana
basal y las células de Leydig hipertrofiadas, y los cambios en proporcién de los distintos
estadios de las células germinales conforme avanza la espermatogénesis y el ciclo
reproductivo a través del afio. A este respecto, descripciones realizadas por Humphrey
(1921) en Necturus maculosus, Desmognathus fusca y Diemyctylus viridescens, Carrick
(1934) en Amblystoma tigrinum, Baker y Taylor (1964) en A. mexicanum, Houck (1977) en
Taricha granulosa, Pudney et al. (1983) en Necturus maculosus, Williams et al. (1985) en
Eurycea lucifua, Eurycea longicauda, Fraile et al. (1989, 1990) en Triturus marmoratus,
demuestran que el tejido intersticial sintetiza grandes cantidades de andrégenos vy
estrogenos como respuesta temporal a las condiciones fisioldgicas del testiculo, coincidente
con la transformaciéon de las células intersticiales, de Sertoli y la progresiéon de la
espermatogénesis observada en esas especies.

Los cambios estacionales del tejido intersticial muestran que los cambios
morfolégicos de las células de Leydig en 4. dumerilii ocurren con mayor notoriedad en los
meses correspondientes a otofio-invierno, durante la espermiacidn. La region del testiculo
donde este proceso ocurre, esta constituida por grupos de células de Leydig asociadas con
vasos sanguineos. A este respecto, Humphrey (1921) y Carrick (1934) sugieren que las
células de Leydig hipertrofiadas forman la unidad funcional secretora de esteroides, a la
que ademas contribuyen ampliamente las células de Sertoli que se desarrollan al interior del
lobulillo. Los resultados obtenidos por Tso y Lofts (1977a), demuestran que el citoplasma
de las células de Sertoli se llena de un lipido positivo al colesterol después de la
espermiogénesis.

En A. dumerilii, al final del ciclo reproductivo anual ocurren cambios fisiolégicos y
estructurales como el cese del proceso de espermatogénesis, la disminuciéon masiva de los
lobulillos espermatogenéticos, la disminucién de la hipertrofia de las células de Leydig y la
regresion del tejido intersticial formado por las células de Leydig hipertrofiadas. Diversos
autores (Moore, 1975; Rastogi et al., 1976; Sever, 1980, 1981; Franchi et al., 1982; Pudney
y Callard, 1984; Duellman y Trueb, 1989; Guarino et al., 1993; Fraile et al., 1990; Romo et

al., 1996) han demostrado que los andrégenos, basicamente la testosterona y la
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dihidrotestosterona, pueden dirigir los cambios morfolégicos del sistema reproductor como
los observados en los testiculos de 4. dumerilii, que muestra grandes diferencias durante el
ciclo espermatogenético, entre activacion (recrudescencia), méximo desarrollo,
espermiacion y regresion. Estos cambios estacionales ponen en evidencia la relacion directa
entre la espermatogénesis y el desarrollo del tejido intersticial; ambos procesos controlados
hormonalmente. A juzgar por la localizacién, la morfologia y los cambios ciclicos de las
células de Leydig observadas en el presente estudio, éstas corresponden a las células
intersticiales glandulares descritas por Humphrey en 1921, que se desarrollan justamente
antes de que los espermatozoides abandonen completamente el lobulillo. Las evidencias
histolégicas de este estudio, en conjunto con los hallazgos histoquimicos previamente
reportados (Tso y Lofts, 1977a; 1977b; Fraile et al., 1990; Romo et al., 1996), proveen
evidencia de que el sitio de mayor producciéon de hormonas esteroides reside en las células
de Leydig; aunque es probable que éstas no sean el iinico componente responsable de esta
actividad. Tso y Lofts, 1977a; Imai y Tanaka (1978); Williams et al. (1984; 1985), afirman
que las lobule boundary cells (o células peritubulares) tienen funcién esteroidogénica y su
secrecidn junto con las de Leydig son las responsables del mantenimiento de los caracteres
sexuales secundarios, asi como de la conducta de apareamiento en estos organismos.

Rastogi et al., (1976), Williams et al., (1984); Sever (1978, 1990) y Romo et al.
(1996), afirman que los cambios estacionales observados en el tejido intersticial del
testiculo, propiciados por los niveles de andrégenos afectaran otras regiones del organismo,
en particular, al sistema de conductos, al complejo glandular cloacal y a las glandulas
anexas al rifién. Asi, con base en lo descrito por Sever (1978), Rastogi (1976) y Williams et
al., (1984), sugerimos que la distension de las glandulas cloacales y de las glandulas anexas
al rifién en 4. dumerilii durante otofio-invierno dependa de los niveles de testosterona y
otros andrégenos; por lo tanto, cuando las células de Leydig entran en regresién en la
primavera y parte del verano, los conductos, la cloaca, el complejo glandular cloacal y las
glandulas anexas al rinén igualmente entran en regresion, como fue posible observar en A.
dumerilii.

Kikuyama et al. (1975), Sever (1981) y Licht y Sever (1990), afirman que en
especies como Plethodon dorsalis, P. cinereus, P. glutinosus y Triturus cristatus, se

requiere de bajos niveles de andrégenos al inicio de la espermatogénesis y al inicio de la
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hipertrofia cloacal; mientras que se requiere de mas altos niveles para su mantenimiento y
permanencia activa durante la época reproductiva. Asi, la condicién macroscopica de la
region cloacal en 4. dumerilii en época reproductiva y no reproductiva puede reflejar los
crecientes y decrecientes niveles de andrégenos y, consecuentemente, el avance del ciclo
reproductor. Las células del complejo glandular cloacal de 4. dumerilii en época
reproductiva mostraron alta actividad secretora, evidenciada por el aumento en el diametro
de los conductos glandulares, el aumento en didmetro de las células secretoras y las
intensas reacciones tintoreas positivas a PAS y azul alciano de las secreciones glandulares.
Fuera de la época reproductiva, las células glandulares tuvieron actividad secretora muy
baja, observada en el reducido tamafio de las glandulas, la baja altura de las células
epiteliales y la reduccién de secreciones en general. Asi, en el complejo glandular cloacal
de A. dumerilii, se observa que las modificaciones histolégicas mas notables, como su
hipertrofia y el incremento de sus secreciones, ocurren en otofio € invierno. Nuestros
resultados en 4. dumerilii son similares a los obtenidos por Sever (1980, 1981, 1993) y
Williams et al. (1984, 1985), quienes en especies como Eurycea lucifuga, E. longicauda, E.
Quadridigitata y Plethodontus cinereus encontraron que las glandulas se encontraban
alargadas, distendidas y regularmente llenas de secreciones en épocas reproductivas;
mientras que en época no reproductiva la mayor parte de las glandulas que conforman el
complejo glandular cloacal se encontraba en regresion.

Los datos meristicos como peso y longitud han sido utilizados para determinar la
actividad reproductiva, aunque con menor precision que las observaciones histolégicas; asi,
el peso de los testiculos es utilizado como un indicador del estado de avance de la
espermatogénesis; pues las divisiones mitéticas y meidticas de las células germinales y el
desarrollo del tejido intersticial coinciden con el incremento testicular estacional de peso y
longitud. Igualmente, la disminucién en el peso y tamafio testiculares reflejan la
espermiacion, asi como el inicio de la regresion del tejido intersticial. En A. dumerilii el
diametro de los lobulillos con actividad espermatogenética y de los conductos eferentes y
deferentes es mayor durante la época de apareamiento, coincidiendo con la de mayores
pesos testiculares; esto es, en las estaciones de otofio e invierno, particularmente en el mes
de diciembre. Estas observaciones coinciden con las hechas por Houck (1977) en Necturus

maculosus, Pudney et al. (1983) en Taricha granulosa y Williams et al., (1985) en
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Salamandra salamandra, quienes encontraron que en los meses de diciembre y enero se
alcanzaban los mayores diametros de los conductos deferentes. Sin embargo, Lofts (1984),
Norris et al. (1985), Norris (1987), Norris y Jones (1987), mencionan que el incremento del
peso testicular se debe también a la acumulacién de agua como resultado de la accion de las
gonadotropinas sobre la captura de agua por el testiculo, particularmente en época de
maxima actividad reproductiva.

Asi, podemos afirmar que las estructuras que conforman el aparato reproductor
masculino de 4. dumerilii tienen un comportamiento ciclico similar a lo descrito por otros
autores para otras especies de caudados. Mientras que, de manera particular para 4.
dumerilii, 1a evolucion de tejidos como el intersticial o las células de Sertoli hipertrofiadas,
es analizada por primera vez con gran amplitud; ya que se logré la identificacion del tejido
intersticial en pleno desarrollo, en momentos previos a la espermiacién y en época de
regresion. De igual menara se integraron las fases de desarrollo de este tejido desde su
condicion de células planas, la hipertrofia de células de Sertoli y Leydig con los elementos
germinales y estromaticos; definiendo la relacién del tejido intersticial con los elementos
epiteliales y conjuntivos. Se describid la transformacién morfolégica del tejido intersticial
desde su hipertrofia hasta su regresién (aspectos no mencionados anteriormente en otra
especie en la literatura consultada). Se ubicé la relacién anatémica entre el tejido intersticial
y el sistema de conductos deferentes intratesticulares. Se identifico anatémicamente la
porcion del tejido intersticial en regresion, entre los quistes en espermiacién y la region
testicular en desarrollo correspondiente a la siguiente onda espermatogenética. Se describid
igualmente la relacién y transformacion histolégica de otros componentes del aparato
reproductor como la cloaca y el complejo glandular cloacal;, asi como las glandulas
adyacentes al rifién; con énfasis en los momentos de inicio, maximo desarrollo y regresién
de estos elementos. En consecuencia, la evolucién de estos elementos, corresponde a los
procesos y tiempos que rigen a un ciclo espermatogenético anual controlado internamente
por hormonas, las que a su vez, son controladas por factores externos como la lluvia, la
temperatura y el fotoperiodo, que rigen a todas las especies de caudados de zonas

templadas o semitropicales.
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IX. CONCLUSIONES

El testiculo de Ambystoma dumerilii esta dividido internamente en lobulillos
espermatogenéticos, dentro de los cuales ocurre la espermatogénesis. Al interior de
los lobulillos se encuentran los quistes, en cuyo interior, el estadio de desarrollo de

las células germinales es sincrénico.

La espermatogénesis en A. dumerilii es de tipo longitudinal y avanza en sentido

cefalocaudal.

La hipertrofia de las células de Leydig que conforman el tejido intersticial en 4.
dumerilii esta correlacionada con la fase final y regresiva del ciclo
espermatogenético: a) durante el estado inicial de la espermatogénesis sélo se
observa células interlobulares aplanadas en forma de huso; b) estas células
proliferan antes de que los espermatozoides hayan abandonado completamente el
lobulillo; c) estas células se hipertrofian y se convierten en células secretoras,

siguiendo a la expulsioén de los espermatozoides,

El avance cefalocaudal de la onda espermatogenética resulta en una sucesion de
estadios de desarrollo del testiculo, cada estadio localizado en una regién en la cual
las células germinales estan en la misma etapa de desarrollo.

Al término del ciclo reproductor, los espermatozoides son expulsados y sélo
las células de Sertoli permanecen en el lobulillo y pronto se transforman
fisiolégicamente para llevar a cabo otras funciones.

Los lobulillos son regenerados a partir de espermatogonias y células de

Sertoli persistiendo sélo en la periferia, asociadas con tejido conjuntivo.

El tejido intersticial en 4. dumerilii es el resultado de modificaciones temporales de
células estromaticas somaticas, las células de Leydig, las cuales se desarrollan
cuando el lobulillo comienza su degeneracién. Al final del ciclo reproductivo

degeneran y se transforman en células conjuntivas ahusadas.
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Después de la espermiacion, el peso y la longitud de las génadas declina, y el tejido
intersticial se reduce.

La cloaca tiene variaciones estacionales en longitud y peso, hipertrofiandose en
otofio-invierno, entrando en regresiéon y permaneciendo asi durante primavera y

parte del verano.

Todas las glandulas del complejo glandular cloacal gradualmente se hipertrofian
conforme la época reproductiva se aproxima, en un periodo de mas de cinco meses
(de septiembre a febrero). A la hipertrofia de las glandulas precede la acumulacién
de espermatozoides en los conductos deferentes y de las glandulas anexas al rifidn.
Las glandulas se mantienen hipertrofiadas hasta después de que los espermatozoides

han sido evacuados.
Los procesos de espermatogénesis avanzada, el desarrollo del tejido intersticial y la

hipertrofia del complejo glandular cloacal estdn directamente relacionados con la

época de mayor actividad reproductiva (otofio-invierno).
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