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RESUMEN

El zacatuche o conejo de los volcanes (Romerolagus diazi) es una especie de
lepdrido endémica que se distribuye solamente al Sur de la Ciudad de México, y estados
colindantes en el area de Morelos, Puebla y Estado de México ). Se le ha catalogado en
grave peligro de extincién y de la que se conoce muy poco sobre su reproduccién @.

El objetivo de éste estudio fue el de evaluar las caracteristicas macroscopicas del
semen de zacatuches adultos en cautiverio. La recuperacion espermdtica se realizd
utilizando el epididimo de 6 cadaveres. Se extrajo el aparato reproductor de los
ejemplares que ingresaron al area de patologia de la Direccién General de Zoologicos y
Vida Silvestre (DGZVS) por muerte no asociada al sistema reproductivo. Las génadas se
extrajeron de la bolsa escrotal y se disecaron junto con el epididimo. Posteriormente, se
colocaron en bolsas de plastico limpias y debidamente identificadas por gbnada, individuo,
fecha y hora de recoleccién. Los espermatozoides fueron obtenidos por medido de
diversos cortes transversales a la cola de epididimo.

El examen microscopico se realizd a través de un microscopio éptico, evaluando
sus caracteristicas de motilidad, concentracion y viabilidad.

Los promedios de la concentracion espermatica, motilidad y viabilidad fueron de
914 x10° espermatozoides / g de epididimo, 36 % de motilidad y 57% para
espermatozoides vivos.

Observamos que el peso del ejemplar no esta influenciado por la edad del mismo y
el tamano corporal no es proporcional al de los testiculos ni del epididimo. Al calcular la
concentracion de espermatozoides en el epididimo pudimos observar que el tamano del
mismo no influyé sobre las reservas espermaticas almacenadas en él y que el tamano de
los testiculos no es proporcional a la cantidad de espermatozoides en epididimo.

Por otro lado se encontrd un tamano testicular mayor al reportado por Cervantes et
al. (1996). El porcentaje de motilidad y viabilidad fueron bajos probablemente debido al
tiempo que transcurri6 desde la muerte del ejemplar hasta el procesamiento de las
muestras.



I INTRODUCCION

1.1 Importancia de los lagomorfos en México

En el pais existe gran variedad y diversidad bioldgica, tan s6lo en el Estado de
México y el Distrito Federal, se han registrado 118 especies de mamiferos silvestres (25%
total de las especies reportadas para el pais) ©.

Alrededor de 26 son endémicas de México, de las cuales seis se distribuyen en el
Eje neovolcanico, como lo son el Teporingo (Romerolagus diazi), la Tuza (Cratogeomys
merriam y C. tylorhinus) 'y los roedores de los volcanes (Neotomodon alstoni,
Reithrodontomys chrysopsis y Peromyscus hylocetes). .

México es el pais mas rico del Continente Americano en cuanto al nimero de
especies de conejos y liebres silvestres, ya que en su territorio alberga a nueve especies
de conejos: ocho del genero Sylvilagus y una del Romerolagus, y cinco especies de
liebres del género Lepus. Todas las especies de Sylvilagus habitan exclusivamente en el

continente americano .

Los conejos y liebres silvestres de México son de importancia ecoldgica porque
constituyen la base de las cadenas alimentarias de los ecosistemas mexicanos. Ademas
de los roedores, representan el alimento de la mayor parte de las poblaciones de

depredadores como serpientes, aves rapaces diurnas y nocturnas y mamiferos carnivoros
(1)

La dieta de los lagomorfos incluye grandes cantidades de partes vegetativas de
pastos, hierbas, arbustos y hasta corteza de arboles, lo cual trae como consecuencia un
proceso de regulacion de poblaciones de especies vegetales, tanto en el aspecto floristico
como estructural. Asimismo, los lagomorfos contribuyen a la dispersion de varias especies
de plantas al trasportar sus semillas a otras areas .

Los lagomorfos mexicanos también son importantes en todo el territorio nacional

como fuente de alimento para habitantes de sector rural y como fuente de atraccién de



cazadores deportivos. Actualmente, el calendario cinergético autoriza la caceria de cinco
especies de conejos (Sylvilagus) y dos especies de Liebres (Lepus) "

Algunas especies de lagomorfos mexicanos son considerados como plaga ya que
sus actividades alimentarias ocasionan dafos en la agricultura. La liebre cola negra (L.
californicus), es un claro ejemplo ya que compite activamente por el pasto que sirve de
forraje para el ganado vacuno .

1.2 El conejo zacatuche

El conejo zacatuche (Romerolagus diazi) pertenece a un género monotipico y
considerada como especie primitiva por sus caracteristicas morfolégicas, genéticas y
ecolégicas, que lo distinguen como una especie Unica y relictica; ya que presenta
caracteristicas 6seas que se asemejan a las de los lepéridos del periodo Terciario .

Se encuentra en el Apéndice | de la Conservacion sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) ?, asi como en la Lista Roja
de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) como especie en
peligro de extincién ®. En México se encuentra protegido por la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-ECOL-2006, en la categoria P (en peligro de extincién) ©. La Asociacion
Mexicana para la Conservacion y Estudio de los Lagomorfos A.C (AMCELA) ha
determinado que el cautiverio es necesario para contribuir al mantenimiento de

poblaciones viables para la conservacion del Romerolagus diazi .
1.2.1 Clasificacion taxonémica

Clase: Mammalia
Orden: Lagomorpha
Familia: Leporidae
Genero: Romerolagus
Especie: Romerolagus diazi
Nombre comun: Teporingo, Conejo zacatuche o Conejo de los volcanes



Figura 1. Romerolagus diazi.
1.2.2 Habitat

El conejo zacatuche se distribuye solamente al Sur de la Ciudad de México y
estados colindantes en el area de Morelos, Puebla y Estado de México. Su habitat
comprende la region central del Eje Neovolcanico Transversal. En la actualidad
basicamente los Volcanes Popocatépetl e Iztaccihuatl, Sierra Nevada y los volcanes El
Pelado, Tlaloc y Sierra Chichinautzin, ®. En donde se encuentran los bosques abiertos de
pino-encino con densas coberturas de gramineas amacolladas como Muhlenbergia
macroura, Stipa ichu y Festuca amplissima . El &rea total de su habitat se estima en
280 km? (146 en la zona Popo-lzta, 48 en el V. El Pelado y 86 en el V. Tlaloc) .

Figura 2. Mapa de distribucion del hbitat del zacatuche.



1.2.3 Comportamiento del zacatuche

El zacatuche puede estar activo a cualquier hora del dia o de la noche, sin
embargo, sus actividades se concentran durante el crepusculo, permanece activo todo el
afio, incluyendo los dias nublados y frios ©.

1.2.4 Conducta Social

Es gregario y vive en grupos de dos a cinco individuos y presenta un patron de
organizacion social bien definido. Las hembras, debido a su tamafno son quienes ocupan

una jerarquia mas alta en la colonia, por lo que son més agresivas .

El zacatuche tiene un ambito hogarefio de no mas de 2500m? puede presentar
pautas conductuales de agresion, tales como morder y expulsar a otros individuos en
defensa de territorio y de un compafiero .

Para permanecer activo, el zacatuche requiere de la presencia de una cobertura
herbacea densa, particularmente de gramineas amacolladas. El permanecer inmaévil, con
las orejas distendidas, es una pauta conductual en presencia de posibles depredadores. A
diferencia de los Sylvagus el zacatuche no se aleja distancias considerables cuando huye,
sino que corre solamente varios metros y se detiene, proceso que repite varias veces

antes de llegar a su madriguera .

Realiza con frecuencia vocalizaciones agudas y fuertes para informar a otros
individuos sobre la presencia de depredadores, lo cual propicia que otros zacatuches a su
vez vocalicen. Sin embargo, aun en ausencia de situaciones de alarma, vocaliza como
parte normal de sus interacciones sociales, utiliza un repertorio amplio de sonidos
asociados al desarrollo de diferentes pautas conductuales ©.

1.2.5 Conducta sexual
En el caso del zacatuche la conducta del cortejo es un poco diferente a la de los

conejos domésticos, mientras el macho se acerca, la hembra se desplaza varios pasos en

direccidon contraria. Este acto se repite unas diez veces durante diez minutos. A la mitad



de estos intentos, la hembra se torna hacia el macho repentinamente y finge atacar,
saltando sobre la cabeza del macho. En ese momento el macho se torna hacia la hembra
y se avecina. Finalmente, la hembra se detiene, se extiende estirando las extremidades
anteriores y adopta una postura de sumisién. Mientras el macho realiza la monta la
hembra mueve su perineo hacia arriba y se completa la copula. La copulacién se lleva a
cabo en cuestion de segundos, caracterizandose por la caida del macho hacia la parte
trasera de la hembra "%

Un despliegue conductual comunmente observado durante el cortejo de
apareamiento es el conocido como "pelea o evasién", lo que ha causado la muerte de
varios machos. Mientras el conejo macho realiza el ritual de las aproximaciones, la
hembra puede alejarse, entonces el macho se muestra nervioso y puede desplegar una
persecucion. Ademas, la hembra puede brincar una o varias veces sobre la cabeza del
macho, o tornarse y atacar al macho, ocasionandole heridas fatales %,

1.3 Importancia bioldgica y ecoldgica del zacatuche

Las especies de tamarfo corporal medio o pequeno que se consideran en riesgo y
tienen por lo general, distribuciones restringidas a ambientes limitados. Ejemplos de
especies de bosques templados en esta categoria son el teporingo (Romerolagus diazi),
la ardilla voladora (Glaucomas volans) y la rata zacatonera (Sigmodon leucotis) ")

El Romerolagus es el lagomorfo de menor talla de nuestro pais y se caracteriza
por su color pardo oscuro homogéneo, sus pequenas orejas redondas, patas cortas y cola
no visible 2.

Dos actividades antropogénicas sobresalen como los principales factores causales
de la extincién del zacatuche, las cuales son la caceria y la fragmentacién del habitat. La
caceria indiscriminada ha tenido un severo impacto, causando el decremento de las
poblaciones ", Actualmente el principal factor de riesgo para los mamiferos en general
es la fragmentaciéon del habitat, ya que mas del 50% de los ambientes naturales han
desaparecido por la agricultura y urbanizacion, y el resto esta muy fragmentado. El
hébitat del zacatuche se ha fragmentado en 16 zonas en un periodo relativamente corto



(90 anos). Este proceso de fragmentacion esta estrechamente vinculado con el

crecimiento de la ciudad de México .

Es predecible que de continuar o incrementarse las graves tendencias de deterioro
ambiental en el Estado de México, haya consecuencias mas severas en los mamiferos en
particular y en la biodiversidad en general. De no tomarse medidas de manejo y
conservacién adecuadas como una proteccion adecuada de las areas ya consideradas
como parques nacionales y areas de proteccién especial, asi como el uso racional
planificado de los recursos naturales que existen en el area de distribucion del zacatuche,

en las préximas dos décadas es indudable que se extinguira esta especie 2.

1.4 Importancia del cautiverio en la conservacion de las especies

La importancia de realizar investigaciones en animales de fauna silvestre es
fundamental para mantener a las especies y evitar su extincion. Esto se puede realizar en
estudios de campo y con poblaciones cautivas. Ambos trabajos se complementan entre
si. Los estudios con poblaciones silvestres pueden confirmar hipo6tesis desarrolladas
durante estudios de individuos cautivos y viceversa %,

Debido a lo dificil que resulta estudiar a los zacatuches en su habitat natural, las
observaciones en cautiverio pueden ser una opcién valida para conocer algunos aspectos
de la biologia de esta especie. Con el mantenimiento de individuos en cautiverio, en
buenos recintos, se puede obtener informacién valiosa, sobre comportamiento y
reproduccion. Esto ya ha sido demostrado con muchos aspectos biolégicos del zacatuche,
como por ejemplo el periodo de gestacién y la interaccion entre los individuos "

En el periodo de 1977 a 1983 se realizaron tres expediciones al Estado de México
a la regién de Juchitepec, donde se recolectaron 26 ejemplares, los cuales se mandaron a
la Universidad de Hokkaido en Japén, con la finalidad de realizar estudios sobre

mantenimiento, alimentacion y reproduccion .

Actualmente en México los Unicos nucleos en cautiverio, se hallan en el Zoolégico
de Chapultepec y en el Zoolégico de Los Coyotes, los cuales, descienden de un nimero
reducido de fundadores. Durante este tiempo no se ha evaluado las caracteristicas
espermaticas de los individuos para monitorear la salud reproductiva que se tiene en la



colonia. La evaluacion de las caracteristicas seminales de los ejemplares adultos nos da

una idea muy clara del estatus reproductivo de una colonia.

No cabe duda, que la cria en cautiverio ha permitido conocer méas sobre la vida del
zacatuche. Ademas estos centros sirven como "aulas ambientales" para que mucha gente
pueda conocer a la especie y preocuparse por promover su conservacion. Sin embargo, lo
mas importante es mantener las poblaciones silvestres y su habitat para garantizar la
supervivencia de la especie.

1.5 Biologia reproductiva del zacatuche

El dimorfismo sexual es comun en lagomorfos, generalmente los machos son méas
pequenos que las hembras, los machos sexualmente activos presentan testiculos
escrotados y el glande del pene extrusible. En promedio, los testiculos miden 17. 5 mm de
largo por 9.7mm de ancho, estas dimensiones no parecen mostrar relacion directa con el
tamano del individuo o la época del ano. El periodo reproductivo del zacatuche
comprende todo el afo, aunque es mas intenso durante el varano, y disminuye durante el

invierno ®.

No se conoce con exactitud el proceso de maduracidon espermatica en el
zacatuche, pero sabemos que en el conejo adulto la duracién de la espermatogénesis es
de 38 a 41 dias, la produccién diaria de espermatozoides es de 30 a 40 millones por
gramo de testiculo. Durante el transito por el epididimo, los espermatozoides sufren un
proceso de maduracion, el paso por el epididimo dura de 8 a 10 dias, permaneciendo 2
dias en la cabeza, 2 en el cuerpo y 5 a 6 en la cola .

La espermatogénesis se lleva acabo como consecuencia de la estimulacién por las
hormonas gonadotréficas de la hipdfisis, la hormona foliculo estimulante y la hormona
luteinizante, esta ultima estimula la secrecién de testosterona por medio de las células de
Leydig que rodean a los tubulos espermaticos, los cuales estdn formados de células
somaticas y células germinales. Entre las células somaticas se encuentran las células de

Sertoli, siendo su presencia determinante para el desarrollo de las células germinales 9.



El epididimo, esta constituido por tubulo altamente contorneado que recibe el
nombre de conducto epididimario, el cual ha sido dividido en tres regiones principales que
son cabeza, cuerpo y cola debido a sus caracteristicas celulares, diametro del tdbulo y
area superficial del limen .

El epitelio epididimario estd formado por diferentes tipos celulares, cada uno de los
cuales se especializa en una funcion en particular, entre ellas se encuentran: la absorcién,
eliminacion y secrecion de fluidos, particulas y moléculas organicas. Otra funcion del
epitelio es el transporte de espermatozoides, durante el cual las células espermaticas
deben mantenerse viables. Entre las principales funciones del epididimo, se pueden citar
la eliminacibn de espermatozoides defectuosos o muertos, su maduracion y el
almacenamiento, entre la region cefalica, media y caudal 9.

Al centrifugarse el semen se separa en dos partes; el plasma seminal y los
espermatozoides. El plasma seminal esta formado por la mezcla de secreciones del
epididimo y de las glandulas anexas, estos tejidos producen grandes cantidades de
sustancias biolégicamente importantes como: Prostaglandina, Espermina, Fructosa, Acido
Citrico y altas concentraciones de Zinc. Proteinas y enzimas especificas como
inmunoglobulinas, Proteasas, Esterasas y Fosfatasas '®

1.5.1 Madurez reproductiva

El zacatuche alcanza la madurez sexual entre los 4 y 5 meses, se ha observado
que la condicién corporal influye directamente sobre el mismo, mientras mejor alimentado
este mas rapido llegara a la pubertad. Se considera que un zacatuche es adulto a partir
de los 7 meses .

Las primeras montas se observan a la edad de cinco a seis meses, las hembras
no presentan un ciclo estral definido, permanecen en estado constante de aceptacion
sexual una vez en pubertad. El apareamiento puede realizarse en cualquier momento ya

que presentan ovulacién inducida 7).



1.5 Técnicas de recuperacion espermatica

Las técnicas de recuperacion espermética en animales domésticos y silvestres son
de suma importancia ya que nos ayudan a obtener semen de buena calidad y utilizarlo en
animales donde la monta directa no es posible, para caracterizacion espermatica,

congelacién y almacenamiento del mismo 8.

En los animales domésticos se pueden utilizar diferentes técnicas para la
recuperacion de espermatica, ya que se realiza un entrenamiento de los machos para
poder obtener semen de forma rutinaria, las técnicas mas empleadas son: post-coital,

electroeyaculacién, manual y vagina artificial '®.

La obtencién de semen en el conejo se realiza habitualmente con vagina artificial,
la cual consta de un receptaculo que trata de proporcionar al 6rgano copulador estimulos
térmicos, mecanicos y de elasticidad necesarios para la eyaculacién, una de las ventajas
es que este método es econdmico y sencillo de utilizar .

La obtencién de semen en animales silvestres no es tan sencilla como en animales
domeésticos, ya que estos ejemplares no estan acostumbrados al manejo humano y es
necesario recurrir a técnicas de electroeyaculacion bajo anestesia quirdrgica,
recuperacion postmortem o vagina artificial (paquidermos) (9.

La técnica de electroeyaculaciébn es segura, con riesgos minimos, y se ha
empleado ya en muchas especies animales '®.

La electroeyaculacion se basa en la estimulacién eléctrica sobre los centros
erector y eyaculador; lo que provoca la eyaculacién del ejemplar sin el esfuerzo fisico que

implica el apareamiento, permitiendo la coleccién del semen. 9.

El pene esta compuesto por tres formaciones eréctiles; los cuerpos cavernosos
dorsales y el cuerpo esponjoso de la uretra, dichas estructuras cuentan con espacios
recubiertos por endotelio vascular, el cual rodea a la arteria cavernosa y drena hacia un
plexo venoso periférico. Las estructuras eréctiles estan rodeadas por una vaina fibrosa,
denominada fascia peneana, que recubre el plexo venoso antes mencionado, de modo



que favorece la ereccidn porque comprime las estructuras venosas, facilitando la estasis
de la sangre ®°

La estimulacién comienza con la menor frecuencia y voltaje posibles para producir
una discreta contraccion de la musculatura dorsal con encorvamiento. Se aplican
estimulos de mayor voltaje hasta obtener ereccién y observar la salida de liquido seminal.

Se aumentan los estimulos hasta que se completa la evaginacion y haya salida de semen
(18)

El semen obtenido por electroeyaculacion, es de igual calidad al que se recolecta
mediante vagina artificial, pero el volumen, pH y concentracion pueden variar debido a
que pudieran ser mas diluidas por tener mayor cantidad de secreciones de las glandulas
accesorias @".

Es también posible obtener espermatozoides a partir de animales muertos.
Pueden recuperarse espermatozoides viables del epididimo hasta varias horas (0 unos
pocos dias) después de la muerte. La obtencion de espermatozoides epididimales (EE),
potencialmente fértiles, almacenados en la cola del epididimo puede ser la Unica opcién
para preservar el material genético de un macho de alto valor reproductivo, luego de la
muerte o castracion por motivos médicos. Esta posibilidad tiene grandes ventajas a la
hora de conservar material genético de especies silvestres en las que lamentablemente
no es inusual encontrar animales atropellados en las carreteras. También puede ser de
gran utilidad para disponer del germoplasma de especies de las que se obtienen muestras
como resultado de actividad cinegética. Los espermatozoides obtenidos del epididimo
pueden suspenderse en una solucién salina o en medio de cultivo y se procesan y

emplean de manera similar a los obtenidos mediante electroeyaculacién 2.

En el caso del zacatuche, Contreras et al; describe una técnica en la cual sacrifica
a 3 ejemplares para poder prefundir los testiculos y el epididimo a través de la arteria
espermatica con 1 ml de diluyente. Las regiones del epididimo se delimitan por dobles
ligaduras y se cortan entre ellas para separar cabeza, cuerpo y cola con el conducto
deferente, posteriormente los espermatozoides contenidos en la cola del epididimo se
recuperan por retro-perfusion con 1 ml de diluyente, a través del conducto deferente.
Finalmente los espermatozoides se lavan y se evalla sus caracteristicas siguiendo el

método establecido por la Organizacién Mundial de la Salud #2.



Se realizd un estudio en la DGZVS en donde se utilizaron 5 zacatuches machos
entre 2y 4 anos de edad, los cuales se anestesiaron por medio de halotano y se intento
obtener semen por medio de electroeyaculacién. Se mando fabricar una sonda
previamente probada en conejos y cuyos siguiendo la técnica de Ponce et al, 1998 para
chinchillas (Chinchilla lanigera). Lamentablemente no se obtuvieron resultados con esta
técnica por lo que se opto por realizar la recuperacion espermatica por medio la técnica
postmortem.

La electroeyaculacion como método de obtencién de semen en el zacatuche, no
se ha realizado con anterioridad, sin embargo, es una nueva opcién para la recuperacion
espermatica en el laboratorio. Los médicos encargados del Bioma Templado en el
Zoolégico de Chapultepec nos han informado que el zacatuche es un ejemplar muy
nervioso y resulta muy dificil su manejo, por lo que seria muy riesgoso entrenarlo para

que utilice una vagina artificial.
1.7 Caracteristicas del semen en conejos

El esperma del conejo es un liquido denso, cremoso, ligeramente amarillento o
grisaceo. A medida que suceden los saltos en una misma jornada, el liquido se hace mas

claro por disminucién de la concentracién espermatica .

El volumen del eyaculado varia ampliamente, desde 0.3 a 6éml, en funcién de la
secrecion de las glandulas anexas. La concentracién espermatica es entre 50 y 500
millones de espermatozoides por ml. EI pH se mide rapidamente tras recoger el
eyaculado, y es un buen estimador de la calidad del semen y varia entre 6.8 y 7.3 "%,

La motilidad de los espermatozoides es un elemento importante para determinar la
calidad del esperma. Los espermatozoides se mueven gracias a la contraccion del
filamento axial de la cola que obtiene la energia del ATP almacenado .

Es importante evaluar la motilidad, ya que es un indicador del estado general de
los espermatozoides. Se puede distinguir entre motilidad masal e individual. La motilidad
masal se refiere a la proporcién de espermatozoides que tienen algun tipo de movimiento



y a las que se le concede un porcentaje estimado que es determinando de modo subjetivo
por el operador. Asi la motilidad de dicho semen se valora asignando un indice del 0 al 5
de acuerdo con la proporcién de espermatozoides méviles (0 al 100 %). También se
puede evaluar la motilidad individual, el movimiento tipico de los espermatozoides del
conejo es progresivo y rectilineo, considerandose el movimiento circular o las vibraciones
sin desplazamiento, como movimientos defectuosos que disminuyen la calidad del semen.
Dicha motilidad individual también se aprecia de manera subjetiva, valorando la calidad
del movimiento en distintos campos visuales de la muestra. Un semen de buena calidad
debe poseer un minimo de 60-70% de espermatozoide moviles ¥,

La concentracién expresa el nimero de espermatozoides por mms3, el método mas
utilizado es usando una camara de New Bauer, el cual se expresa en millones. La
concentracion varia considerablemente segun la raza e individuo, pudiendo oscilar entre

150 — 900 x 10 esp/ml y siendo 6ptima a partir de 250 x 10° %),

La morfologia se realiza con preparaciones coloreadas mediante las cuales se
observan anomalias morfolégicas que pueden afectar aislada o simultdneamente a la

cabeza, cuello y cola .

La cabeza puede presentar anomalias de forma, dimension duplicacién, posicién y
estructura acrosémica. Las anomalias del cuello afectan a la implantacion de la cabeza,
cola y persistencia de la gota citoplasmatica. Esta gota indica una maduracién insuficiente
del espermatozoide y cuando aparece en un 2-3 % de estos, indica alteraciones en la
espermatogénesis, trastornos testiculares o epididimarios recientes o eyaculaciones
demasiado frecuentes ('*.

La cola puede presentar anomalias de estructura, longitud, estar enroscada sobre
si misma o rodeando a la cabeza. En los machos poco fértiles suelen aparecer células de
descamacién del epitelio prepucial, leucocitos, espermatocitos y espermatidas. Un
eyaculado se acepta para la inseminacion artificial cuando el semen no contiene mas de
un 30% total de espermatozoides anormales 4.

Para el conteo de los espermatozoides vivos, se coloca una gota de muestra
espermatica en la porcién distal del porta-objetos y sobre esta se coloca una gota de



colorante Eosina — Negrosina y se realiza un frotis. Los espermatozoides vivos tienen la
membrana plasmatica intacta, por o que no se tifien, mientras que los espermatozoides

muertos al tener la membrana plasmatica dafiada se tifien de color morado %,

En conclusibn hay muy poca informacién sobre el zacatuche, es de suma
importancia detener el deterioro ambiental antes de que esta especie llegue a su
extincion, y tomar medidas de conservacidon adecuadas realizando proyectos de
investigacion para asi poder ayudar para evitar su extincion.



L JUSTIFICACION

En la actualidad es muy escasa la informacién que hay sobre la biologia
reproductiva del zacatuche, Unicamente se ha descrito una técnica de recuperacion
espermatica en la cual se sacrificaron ejemplares para obtener el semen por perfusién a

través de la arteria espermatica.

Se realizo un estudio anterior en la DGZVS, en el cual por medio de
electroeyaculacién se intento obtener semen en ejemplares previamente anestesiados sin

éxito alguno.

Debido a que el sacrificio de los ejemplares es la Unica técnica descrita para la
obtencion de semen en el zacatuche, es necesario disefar otras técnicas de recuperacion
que sirvan para evaluar las caracteristicas del mismo. Una vez obtenido esto se podra
contribuird su conservacion y crear informacion o para poder realizar un banco de semen

en un futuro.



Il OBJETIVOS

Obtener el semen de cadaveres de zacatuches adultos, mediante la técnica de
recuperacion del epididimo.

Determinar las caracteristicas microscopicas del semen (motilidad, concentracién
y viabilidad) obtenidas por recuperacion de epididimo de zacatuches adultos.



L MATERIAL Y METODOS
4.1. Lugar de Estudio

Se recuperaron los testiculos de 6 cadaveres de zacatuches (Romerolagus diazi)
entre 2 y 4 anos de edad, ubicados en el Bioma de Bosque Templado del Zooldgico de
Chapultepec  “Alfonso L. Herrera”, localizado en la 3ra seccién del Bosque de
Chapultepec en la ciudad de México. El cual cuenta con una poblacion total de de 185
zacatuches.

4.2. Albergue

En este albergue se encuentran cuatro colonias, una de ellas es el exhibidor, el
cual estd a la vista del publico y tres encierros al aire libre. Tanto el exhibidor como los
tres albergues cuentan con piso de tierra, comederos, bebederos y se plantan
continuamente zacatones para que los ejemplares tengan refugio y puedan construir sus
nidos. Dentro del albergue se encuentra un cuarto techado con piso de concreto donde
se ubican 35 jaulas de alambre de acero (40cm x 57cm x 35cm), provistas de comedero y
bebedero, en las cuales se alojan animales heridos o0 hembras con sus crias.

4.3. Alimentacion

Se utilizo una dieta a bese de alfalfa fresca (24kg), zanahoria (13kg) y alimento
comercial balanceado para conejo domestico (Purina Agribrands Conejina N, 15.5%
Proteina cruda) (6kg) y agua ad libitum. Estas cantidades son divididas entre las cuatro
colonias y varian dependiendo del ndimero ejemplares, en promedio cada ejemplar
consume 160g de alfalfa, 869 zanahoria y 40g concentrado, el alimento se les ofrece por
separado en comederos de madera. Son alimentados una vez al dia entre las 9:00 y las
10:00 am.

Aporte nutricional de la dieta

MS (%) 70.69 FDN (%) 24.75
HUMEDAD (%) 29.31 FDA (%) 17.14
PC (%) 14.02 LIG (%) 3.81
Grasa (%) 2.72 Ca (%) 0.44
FC (%) 20.94 P (%) 0.04

CEN (%) 8.86 Relacion Ca:P 11:1



4.4. Clima

El tipo de clima predominante es C(w) templado sub-humedo con lluvias en
verano, la temperatura media es de 15.4°C, y la precipitacion promedio anual es de 769.2
mm.

4.5. Procedimiento

Obtencidn y evaluaciéon de gonadas

1.- Los ejemplares fueron recolectados a las 7am, que es cuando se realiza el recorrido
del médico encargado, por lo que se considera que los ejemplares remitidos al area de
patologia no tenian mas de 12 hrs. de haber fallecido.

2.-Los cadaveres ingresaron al area de patologia de la DGZVS por muertes no asociadas
con el sistema reproductivo, durante el periodo del 2 Marzo al 20 Abril del 2007. Las
gonadas se extrajeron de la bolsa escrotal y se disecaron junto con el epididimo y los
conductos deferentes. Posteriormente, se colocaron en bolsas de polietileno limpias y
debidamente identificadas por génada, individuo, fecha y hora de recoleccién, para luego
ser remitidas al Laboratorio de Reproduccion de la DGZVS lo mas pronto posible.

3.-Los testiculos de cada ejemplar se pesaron por separado en una balanza digital;
también se midié la amplitud y la longitud desde la cola hasta la cabeza del epididimo
con un vernier y se calculo el volumen con la siguiente férmula V= 0.52 (L)*(W)?, en donde
L es la longitud, W es el radio del ancho testicular y 0.52 es una constante matematica *.

Recuperacion de semen del epididimo

Se separo el epididimo del testiculo, posteriormente se midié el largo total del
epididimo y se pesd. Se tomdé el epididimo y se coloco en una caja Petri estéril
previamente calentada a 37° C, entonces se separo la porcién de la cola del epididimo.
Posteriormente éste se segment6 en 10 cortes transversales con una hoja de bisturi, y se
adicioné 1ml de diluyente a base de yema de huevo y Triladyl ® previamente calentado a
37° C, esta mezcla se centrifugo a 2,000rpm durante 10min, obteniendo asi un botén
espermatico, se retiré el sobrenadante y se le agreg6é un ml de diluyente a base de yema
de huevo y Triladyl ® ®.



Evaluacion de la muestra espermatica.

El examen microscopio se realizd a través de un microscopio éptico, evaluando
sus caracteristicas de motilidad individual, concentracién y viabilidad "¢

Para evaluar la motilidad se tom6 con una pipeta 5ul de esperma directamente de
la caja de petri y se deposité sobre un porta temperado (372 382 C) y posteriormente se
puso un cubre — objetos. Cuando el porta-objetos estuvo situado en el microscopio, con
el objetivo de 100 aumentos se procedié a la valoracién. Se evalu6 la motilidad individual,
en el conejo el movimiento tipico es progresivo y rectilineo, considerandose el movimiento
circular o las vibraciones sin desplazamiento como movimientos defectuoso que
disminuyen la calidad del semen. La motilidad se evalu6 como lo indica Alvarifio, 1993.

La concentracién se midié utilizando una camara de Neu Bauer. Se tomo una
muestra con la pipeta mezcladora de hematies realizando asi una dilucién 1/200,
posteriormente se lleno la cdmara de Neu Bauer y se procedié a la valoracién como lo
indica Alvarifio, 1993.

La concentracion se expresd en mililitro y se dividié entre el peso epididimario,
expresando el resultado en millones por gramo de epididimo. De los ejemplares
estudiados se obtuvo el promedio de peso testicular y epididimario y el promedio de
produccién espermatica.

Para el conteo de los espermatozoides vivos, se colocé una gota de muestra
espermatica en la porcién distal del porta-objetos y sobre esta se colocd una gota de
colorante Eosina — Negrosina y se realizé un frotis. Una vez seca la muestra se observo
en el microscopio. Los espermatozoides vivos tienen la membrana plasmatica intacta, por
lo que no se tifien, mientras que los espermatozoides muertos al tener la membrana
plasmética dafiada se tifien de color morado. Se realizd el conteo de 100
espermatozoides y se expresé en porcentaje 4.



Los resultados obtenidos se expresaran directamente en tablas. En las cuales se
podra aprecia: 1.Edad y peso del ejemplar, 2. Dimensiones y pesos de los testiculos,
3.Dimensiones y pesos de los epididimos, 4.Concentracién, motilidad y viabilidad,
5.NUmero de espermatozoides por ml y espermatozoides por gramo de epididimo.



V. RESULTADOS

Se obtuvieron 6 cadaveres entre 2 y 6 afnos de edad, los cuales pesaron en
promedio 424.8g. La edad no corresponde a un mayor desarrollo corporal, como se
observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Edad y peso de 6 ejemplares de Romerolagus diazi.

EJEMPLAR EDADA ( afos ) PESO (g)
1 479
2 390
3 2.1 428
4 2.8 520
5 4.5 441
6 4.9 300




Se evalué la longitud, amplitud, volumen, consistencia y peso de cada testiculo, y
longitud, amplitud y peso de cada epididimo, obteniendo asi los promedios de cada
uno, en los seis ejemplares se observo que los valores son mayores tanto para el
testiculo izquierdo como para el epididimo izquierdo como se observa en la Tabla 2 y
3. Se observo también que el peso del epididimo aumenta conforme aumenta el peso
del testiculo como se observa en las Tablas 2 y 3, pero el peso del ejemplar no
corresponde a un aumento en el peso de los testiculos como se observa en la Tabla 3.

Tabla 2. Dimensiones y pesos de los testiculos de 6 ejemplares de Romerolagus diazi

Ejemplar Longitud Amplitud Vol. Peso M. Test. %
(cm) (cm) (cm?®) Testiculo M. Corp
(9)

T. Derecho

1 3.33 1.1 2.1 2.1 0.44

2 1.46 0.77 0.45 0.6 0.15

3 1.53 0.84 0.56 0.9 0.21

4 1.39 0.77 0.43 0.7 0.13

5 2.63 0.89 1.09 1.31 0.29

6 1.5 0.77 0.46 0.5 0.16

Promedio 1.97(x0.81)'  0.85(x0.12)'  0.85(x0.66)'  1.01(x0.60)'  0.23(20.11)’

T. lzquierdo

1 3.11 1.12 2.04 2.1 0.44

2 1.7 0,88 0.69 0.7 0.17

3 1.49 0.74 0.42 0.9 0.21

4 1.58 0.7 0.40 0.7 0.13

5 2.83 1.07 1.6 1.3 0.29

6 1.44 0.67 0.33 0.6 0.2

Promedio 2.02(+0.74)"  0.86(x0.19)'  0.93(x0.74)'  1.05(x0.57)"  0.24(x0.11)’

M. Test: Masa Testicular / T. derecho: Testiculo derecho
M. Corp: Masa Corporal / T. izquierdo: Testiculo izquierdo
" u(+ Desv. Est)



Tabla 3. Dimensiones y pesos de epididimos de 6 ejemplares de Romerolagus diazi

Ejemplar Longitud Amplitud Peso
(cm) (cm) (9)
T. Derecho
1 1,96 0,65 0,58
2 0,88 0,37 0,15
3 0,81 0,32 0,26
4 0,65 0,21 0,18
5 1,5 0,52 0,36
6 0,8 0,22 0,12
Promedio 1.1(+0.51)" 0.38(x0.17)"  0.27(+0.17)"
T. lzquierdo
1 1,99 0,62 0,57
2 0,93 0,49 0,19
3 1,02 0,48 0,24
4 0,67 0,42 0,19
5 1,5 0,45 0,35
6 0,82 0,22 0,16

Promedio 451049  044(x0.13)'  0.28(20.16)'

T. Derecho: Testiculo derecho
T. Izquierdo: Testiculo izquierdo
" l(+ Desv. Est)



Evaluacion del recuperado espermatico

El nimero de espermatozoides recuperados del epididimo (reserva espermatica) se
calcul6 con relacion al nimero de espermatozoides concentrados por gramo de
epididimo. La concentracion total fue de 914 x 10°.

El porcentaje de motilidad fue mayor en el testiculo derecho (38.8 + 13%) que en el
izquierdo (33+19 %). Mientras que la viabilidad mostro no ser significativamente diferente
para el testiculo derecho (5915.7%) que para el testiculo izquierdo (55£6.0 %) como lo
muestra la Tabla 4.

Tabla 4. Evaluacion de las caracteristicas seminales de seis ejemplares de
Romerolagus diazi.

Derecho Izquierdo
Concentracion 973(+571)’ 855(+456)
( g/ epididimo)
Motilidad % 38.8(+13)’ 32(+1.9)’
Vivos 59(+5.7)" 55(+6.0)"
Muertos 41(+5.7)" 45(+6.0)’

Los nimeros expresan el promedio tdesviacién estandar de los datos obtenidos de 6 ejemplares.
" H(+ Desv. Est)



Los valores obtenidos de la concentracién expresados en gramo / epididimo
mostraron diferencias tanto entre ejemplares como entre el mismo individuo, Los
ejemplares 2, 5 y 6 mostraron mas concentracion espermatica en el testiculo derecho,
mientras que el 1 y el 3 mostraron mas concentracién en el testiculo izquierdo y los

valores del ejemplar 4 fueron similares entre ambos testiculos (Tabla 5).

Tabla 5.
Ejemplar Esp./g Esp. / epididimo
epididimo Reserva
(x 10°%) espermatica
(x 10°%)
T. Derecho

1 637 369

2 1400 182

3 942 244

4 316 56

5 1875 675

6 66 79
Promedio 872.66 (+678)" 267(+229)

T. lzquierdo

1 954.4 545

2 957.8 181

3 1354 324

4 311 56

5 1257 439

6 312.5 49
Promedio 857(+451)’ 265(+204)"

Esp. /g epididimo: Espermatozoide por gramo de epididimo
Esp. / Epididimo: Espermatozoide por epididimo: RESERVA ESPERMATICA
" H(+ Desv. Est)



Tabla 6. Motilidad y viabilidad de 6 ejemplares de Romerolagus diazi.

Ejemplar Motilidad Viabilidad
(%) (%)
T. Derecho
1 65 58
2 35 59
3 32 56
4 29 62
5 35 67
6 33 50
Promedio 38 (¢13)’ 58 (5)'
T. Izquierdo
1 67 58
2 32 58
3 41 56
4 21 51
5 16 62
6 20 45
Promedio 32(x19)’ 55(+6)'

"U(+ Desv. Est)



VI. DISCUSION

Antes de iniciar con la recuperacion de semen de epididimo del zacatuche
(Romerolagus diazi) se intenté por medio de electroeyaculacién, lamentablemente

no se obtuvo una muestra espermatica.

La electroeyaculacion de los cinco ejemplares (Romerolagus diazi) fue realizada de
0 a 7 volt por periodos no mas largos a 45 minutos cada uno. Una sonda fue disefiada y
fabricada especialmente para la especie (0.5cm de diametro y 8cm de largo) con tres
electrodos longitudinales de 1 cm de largo. Como referencia para disenar el protocolo de
electroeyaculacién de los zacatuches, se tom6 en consideracion el estudio de Busso et al.
2004 ®0  en chinchillas utilizando ketamina / xilazina como anestésicos y realizando un
total de 200 estimulos eléctricos divididos en 10 conjuntos de 20 estimulos cada uno, con
un periodo de 5 minutos de descanso entre cada conjunto de estimulos. El voltaje
utilizado fue desde 0 hasta 7 V.

En el caso de los zacatuches se utilizé anestesia inhalada (Halotano) debido a que los
ejemplares presentaron una considerable baja de la frecuencia respiratoria, el médico
encargado decidié disminuir el tiempo de anestesia, por lo que el protocolo de
electroeyaculacién se redujo utilizando en promedio 100 estimulos por ejemplar divididos
en 10 conjuntos de 10 estimulos cada uno. Esta modificacién al protocolo inicial pudo ser
la causa por la cual no se obtuvo éxito en la electroeyaculacion.

Por cuestiones relacionadas al manejo de la colonia de Zacatuches en el Zooldgico, los
machos utilizados en la electroeyaculacion no tuvieron contacto alguno con hembras
durante 3 6 4 meses previos al estudio, por lo que esto pudo influir también en una pobre
estimulacion sexual que sea un factor decisivo en la producciéon de semen, ya que se ha
comprobado que en otras especies de mamiferos, incluyendo los conejos, las feromonas
producidas por las hembras en estro pueden servir como un sistema de alarma para la
reproduccion teniendo un efecto 7).



Unicamente se ha descrito una técnica para la recuperacion espermatica en el
zacatuche, que es la retroperfusion del epididimo en génadas de cadaveres (Ambriz et al
2003). Esta técnica consiste en la separacién del epididimo del testiculo, las regiones de
los epididimos se delimitan por dobles ligaduras y se separan en sus tres porciones,
realizando posteriormente un lavado con medio Brackett Oliphant (Bracket and Oliphant
1975, citado por Ambriz, et al 2003) por un extremo de la cola del epididimo de forma que
sirva como un tubo, el cual dejara caer los espermatozoides por el otro extremo. En
nuestra experiencia, ésta técnica es muy dificil de utilizar debido a que el epididimo de los
zacatuches es muy pequeno. Por tal motivo se decidi6 utilizar una técnica descrita en
ovinos y caprinos, en la cual se realizan mdltiples cortes a la cola del epididimo,

facilitando asf la recoleccion .

Al realizar la recuperacion postmortem y evaluar las caracteristicas externas de los
ejemplares (peso del animal, edad, pesos de los testiculos y peso del epididimo)
observamos que el peso del ejemplar no esta influenciado por la edad del mismo y el
tamano corporal no es proporcional al de los testiculos ni del epididimo. Al calcular la
concentracion de espermatozoides en el epididimo pudimos observar que el tamano del
mismo no influyé sobre las reservas espermaticas almacenadas en él y que el tamano de
los testiculos no es proporcional a la cantidad de espermatozoides en epididimo.

En éste caso las reservas espermaticas no dependen del tamano
ni de la edad del animal o del tamano del epididimo o del testiculo, lo que nos puede ser
de gran ayuda al no dejarnos influenciar por las caracteristicas fisicas al momento de

seleccionar a un macho como semental o de introducirlo a una nueva colonia.

En éste estudio la motilidad y la viabilidad fueron bajas comparadas con lo que se ha
reportado en conejos, donde un semen de buena calidad debe poseer un minimo de 60%
de motilidad y mas del 80% de viabilidad. Cabe mencionar que no existen reportes en el
zacatuche donde se puedan comparar los resultados, se puede especular que la baja de
los valores obtenidos en este estudio se debe a que no se sabe el tiempo exacto que
transcurri6 desde que los ejemplares murieron hasta la recoleccion de las gbnadas, ya
que la motilidad y la viabilidad son parametros que se tienen que evaluar inmediatamente
después de obtener una muestra espermatica, siendo que estos comienzan a disminuir



conforme transcurre el tiempo después de la recoleccién.

La concentracion espermatica obtenida en éste estudio, es mayor a la reportada para el
conejo doméstico, cabe mencionar que existen reportes de Ambriz et al. 2003 donde por
medio de la retro perfusion de cadaveres de vida libre obtuvieron una concentracién por
gramo de cola de epididimo menor que la nuestra, hay que recordar que en nuestro
estudio los espermatozoides se obtuvieron de todo el epididimo y no solo de la cola.

Ya que existe muy poca informacion acerca de los habitos reproductivos del zacatuche,
éste estudio puede ser de gran utilidad para préximas investigaciones



VIil. CONCLUSIONES

No existe una metodologia publicada para llevar a cabo la electroeyaculacion en el
zacatuche. En éste caso no se logro obtener semen por factores probablemente
asociados a diferencias en el efecto de los agentes anestésicos, tiempo del estimulo,
intensidad y estimulo directo de las hembras.

Podemos concluir que el método que se utilizd para la evaluacion de las
caracteristicas seminales de cadaveres, fue uno de los mas adecuados en esta especie
debido al tamarfio tan pequeno del epididimo, ésta técnica permiti6 evaluar de forma
certera las caracteristicas esperméticas. Una de las desventajas es que los valores de
concentracion, motilidad y viabilidad no son comparables a los obtenidos por medio de
una eyaculacion.

Al calcular la concentracion de espermatozoides en el epididimo pudimos observar
que el tamano del mismo no influy6 sobre las reservas espermaticas almacenadas en él y
que el tamano de los testiculos no es proporcional a la cantidad de espermatozoides en
epididimo.

Cabe mencionar que no existen reportes en el zacatuche donde se puedan
comparar los resultados de motilidad y viabilidad, se puede especular que la baja de los
valores obtenidos en este estudio se debe a que no se sabe el tiempo exacto que
transcurrié desde que los ejemplares murieron hasta la recoleccién de las génadas.

Las génadas de los cadaveres estudiados, mostraron que el estado reproductivo
de la colonia es bueno, debido a que se encontré6 una concentracibn mayor a la
concentracion por gramo de cola de epididimo reportada con animales en vida libre
(Ambriz y Contreras, 2003).

La informacion generada en este estudio ayudara a comprender mejor la biologia
reproductiva de esta especie y asi poder contribuir al disefio de estrategias que puedan
mejorar su estado de conservacion. Asi mismo, sirva para contribuir a la toma de

decisiones en cuanto su manejo reproductivo en cautiverio.






IX. ANEXOS

Fig 1. Alojamiento Fig. 2 Recoleccion de Génadas

Fig. 3 Génadas Fig. 4 Identificacion




Fig. 7 Cortes con bisturi Fig. 8 Tinciones
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