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I. INTRODUCCI~N. 

Una  de las preocupaciones actuales de la  sociedad es la conservacion de la bidversidad, p 
que  ella  representa  el  resultado de millones  de d o s  de  evolucion y en ella estin contenidas las 
variaciones exitosas de este proceso y de las c u a l e s  puede  depender  en gran medida el futuro  de  la 
humanidad. 

Mexico, es considerado  a  nivel  mundial  como uno de los paises con mayor  diversidad 
biol6gica. en virtud de que se han reportado más de 20 O00  especies de plantas vasculares, 280 
especies de anfibios, 700 especies de  reptiles, 500 especies de mamíferos  y 1000 especies de  aves 
(Galindc-Leal 1993). De. todas estas especies el porcentaje de  endémismo es sumamente alto por lo 
que  la  responsabilidad  de  nuestro pais en  su conservacion es enorme. Sin embargo, en  el tenitono 
nacional se han identificado vanas actividades  de  la  sociedad  que van en  detrimento  de  la 
conservación  de los recursos naturales como lo son: 1) Actividad  ganadera hera de control. 2) 
Crecimiento incontrolado de la  actividad agricola. 3 )  Intensa deforestacibn. 4) Explotacion 
desmesurada  de los recursos naturales y 5) Los efectos de la lluvia ácida generada por los grandes 
centro  urbanos. (Toledo 1988. Myers 1988). Lo que  incide  directamente en la  conservacibn  de 
especies  nativas  de plantas y animales y  su  diversidad. 

Entre las especies endémicas, los conejos y  liebres silvestres de Mexico tienen  gran 
importancia e c o l ó g i c a  porque forman parte de las redes  alimentarias de los ecosistemas mexicanos. 
Ya que a d d s  de los roedores, se constituyen como el alimento  de  la mayor parte de las poblaciones 
de  depredadores  del tipo serpientes, aves  rapaces  diurnas  y  nocturnas  y  mam'feros camivoros como 
&idos,  prociónidos, mustdidos y fdidos en cualquier tipo de hábitat. Por otro lado; la dieta  de los 
lagomorfos induye grandes cantidades  de  partes vesetativas y  reproductivas  de pastos, hierbas, 
arbustos  y hasta arboles lo c u a l  trae como consecuencia un proceso de  regulación de poblaciones de 

. especies v e g e t a l e s ,  tanto en el aspecto floristico como estructural.(Velázquez,  y cols. 1996) 

Alpus  de estas especies mexicanas de lagomorfos  tienen  asignado el status de especies 
comunes  regionalmente  (Angermann 1990); sin  embargo a h  así, varias de estas especies están 
siendo mermadas de manera considerable. Las principales ammaas contra las poblaciones de los 
lagomorfos mexicanos son la desaparicih de su Wbitat y la cacería hrtiva. La falta de planeación  y 
el  abuso m el manejo de los ecosistemas han  propiciado que la tala inmoderada , los incendios, el 
pastoreo  y  la  apertura  continua de más areas  de  cultivo  hayan  eliminado o cambiado directa o 
indirectamente las características de los hábitats adecuados  para  el cid0 de vida de los conejos y 
liebres. 

En la conservación y manejo de  lagomorfos se considera  fundamental  la  preservación del 
hábitat.  programas  de introducdh y  regulación  de poblaciones, y  medidas  de protecCon (Chapman 
y Flux 1990). En foros internacionales se ha coincidido en que cinco géneros de lagomorfos en  el 
mundo tienm poblaciones tan pequeñas o hábitats tan restringidos,  que se recomienda  su  protección 
completa.  Para México se incluyen en este grupo al conejo zacatuche (Romero/ams u), al conejo 
de las islas Marías (Svhi/ums grmroni), al conejo Omiltemi (Svhrilaw insonus) y  a  la liebre 
tropical ( L z  flaviaulnris). La conservacibn de estas especies, requiere el establecimiento de 
reservas  naturales que protejan a sus poblaciones y a sus habitats. Desafortunadamente, en Mexico 
son escasos los esfuerzos de  investigación y proteccibn sobre los conejos y liebres silvestres 
(Velazquez y cols. 1996). 
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En nuestro pais se encuentran 14 especies de  lepóridos , que  representan  el 54% de las 
existentes en el continente americano y  el 27 % de todas las que  habitan  el planeta, lo que umvierte a 
México en  el pais con  el  mayor  niunero en especies de  lepóridos en América y  el  segundo  a  nivel 
mundial; sólo China tiene mayor  número  de especies de lagomorfos, s e  datos de  la asociación 
mexicana para la conservación y el  estudio  de los lagomorfos (AMCELA 1996). 

En el temtorio nacional se encuentran nueve especies de conejo, ocho del género Sylvilagus y 
una sola  del  género Romerolagus; cinco especies de liebres representantes  del  género Lepus, 
constituyéndose los lagomorfos como el quinto  orden de mamiferos  con mayor número  de especies en 
México. (Tabla 1) 

De las nueve especies de conejo que habitan en  el pais, ocho son exclusivas de Mexico, por 
lo que  representa  el  orden con mayor porcentaje de endemismo (57%) que cualquier otro grupo de 
mamiferos mexicanos. Además seis de estas especies se localizan en áreas restringidas  debido  a  la 
expansión  de la mancha urbana, la tala inmoderada, construcción de autopistas, etc. (Fig 1). 

En la actualidad  diferentes  entidades publicas y privadas  realizan actividades tendientes  a 
proteger al Ronterolapus & . Algunas de ellas es& orientadas  principalmente  a proteger su 
hábitat en forma de reserva. Otras a crear espacios cercados en  donde propiciar su  reproducción 
natural y constituir colonias que, además de facilitar su  estudio,  lleguen  a  producir ejemplares que se 
utilicen para su  introducción en lugares destinados  a  su  permanencia silvestre. Pero ninguna,  a 
excepción  de  nuestro  grupo en la  Universidad  Autónoma  Metropolitana se ocupa de la utilizaciQ de 
las técnicas de  manejo  reproductivo como una opción que auxilie en su preservación. 

El propósito  de esta tesis es contribuir al conocimiento  de aspectos biológicos de la 
reproducción  del Romerolapus & o zacatuche, particularmente sobre las caraurn'sticas 
ultraestructurales de su  espermatozoide. 

Consideramos  que un aspecto complemmtario en la conservación de las especies de 
mamiferos silvestres y particularmente del zacatuche, es la aplicación de la metodologia  que 
actualmente se utiliza en  el manejo reproductivo de las especies domkticas; sin embargo, para ello se 
requiere el conocimiento de los aspectos biológicos de su reproducción, particularmente de las 
caraderisticas de sus gametas, incluyendo las  caraueristicas ultraestmcturates del  espermatozoide 
que son indicativas de su integridad f rmc iona l  después  de ser sometido  a procesos de manejo para la 
inseminacih artificial y la cr imervación.  

El mfoque particular sobre el espermatozoide se debe  a  que  al ser éste un elemento 
determinante  de la reproducción de los mamiferos que en el manejo reproductivo actual de las 
especies domésticas es susceptible de ser conservado por medio de técnicas de criogmia para usarse 
posteriormente en la  inseminación artificial, ha hecho concebir la  idea sobre la posibilidad de  que la 
información  que  derive  de este trabajo ampliará las posibilidades  de  que, en el futuro, se puedan 
aplicar dichas técnicas de  manejo  reproductivo  en provecho de  la conservación de esta especie 
considerada en peligro  de extinción. 
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Flp. 1 DIETRIEUCI()N DE U S  CSROES DL CONEJOS Y LIEBRES EN UtXICO. 

Fig. I Distribucicin de lar especies de conejos liebres de Mbxico. 
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1.1 GENERALIDADES SOBRE EL  ZACATUCHE. 

El Romerolaw es una especie endémica  de México, exclusiva del Eje o Cordillera 
Volcánica Transversal, parte de esta cordillera v o l c á n i c a  rodea  al Valle de Mexico, los principales 
volcanes  donde se localiza esta especie son el Popocatepetl, lztaccihuatl, Chichinautzin, Tláloc y 
Ajusco en altitudes  que van  desde los 2650 hasta 4240 msnm. (Romero., Velázquez. 1994) (Fig 2). 

El conejo Romerolapus es una especie asignada a un género  monotipico y considerada 
primitiva. Por sus caracteristicas óseas (tiene articulados la clavicula y el esternón), se la ha 
considerada cercana a los pikas (Ochtona). Su apariencia fisica lo identifica con cualquier otro 
conejo, sin  embargo, sus atributos cromosómicos (48 cromosomas) y reproductivos lo relacionan mas 
con el género L m  que con el género Svlvilupus (Cervantes y cols. 1990 , Velazquez y cok 1993). 
Es el lagomorfo  de  menor talla de  nuestro país y se caracteriza por su color pardo oscuro homogPneo, 
sus pequeñas orejas redondas, patas cortas y cola no visible. Habita exclusivamente en las  altas 
montañas  del  sur y sureste del valle de México, en bosques abiertos de pino con densas coberturas de 
gramineas amacolladas. 

El zacatuche, cuya identificación científica es Romerolapus diQ,-i , Ferrari Pérez 1893, 
también es conocido  populannente  como  zacatuche. teporingo , conejo de los volcanes,  tepolito o 
burrito.  Originalmente el ingeniero Ferrari Pérez describio al zacatuche como L e m  diai con 
especímenes  de la localidad tipo, cerca de San Martin Texmelucan, pendiente noreste del volcin 
Iztaccihuatl, Puebla, M&co. Después el 3énero Romerolagus fue descrito por Meniam en 1896 con 
ejemplares  procedentes  de  la localidad tipo montaña  Popocatepetl, México, a 3350 metros  de altitud. 
Al mismo tiempo, Merriam  nombro al tacatuche Romerolamts nelson!. Este  taxón es monotipico 
(Honaki y cols.1982) y pertenece a la subfamilia Palaeolaginae, familia Leporidae, orden 
Lagomopha. Sin  embargo se ha  considerado (Corbet 1893) que el zacatuche es un lepórido  de  la 
subfamilia Leporinae de acuerdo um las  caracteristicas de  su wcer premolar inferior. Posteriormente 
Herrera  en 1897 considero que no era justificable biológicamente  nombrar un nuevo 3 k r o  para 
incluir al zacatuche. Por lo tanto, basado en comparaciones osteol&icas anre Romerolagus, pikas 
del gmero Lagomys (Ochotona) y liebres del ginem Lepus, Herrera  decidió incluir al zacatuche en  el cero La3omys. Finalmarte en 191 1 M i l l e r  propuso la combinación Romerolapus &. En la 
actualidad Romerdagus  diad sigue siendo  considerada especie monotipica. 

Aunque no existen re&stros fósiles del zacatuche que  permitan establecer con precisión su 
antisüedad, como se menciono anteriormente, este es considerado  como un I k p o r i d o  primitivo por sus 
caraaerísticas craneales, d e n t a l e s  y cromosomicas ; por  sus relaciones con sus hukspedes 
sifmápteros, acaros y céstodos que son todos especificos y por su  distribución actual. Todos estos 
aspectos lo relacionan  estrechamente con Pronolagus y Pentalagus, especies con las c u a l e s  habia sido 
considerado  tradicionalmente  como parte de la  antigua  subfamilia Palamlaqinae (Velazquez y Cols. 
19%). 

El zacatuche pudo haber derivado evolutivamete de4 & w o  Alilepus (Hibbard 1%3), fósil 
del Mioceno tardio o Plioceno temprano de Norteamérica. Dawson (1%7) considera  que la fauna  de 
l o s  lepóridos recientes consta de formas dominantes  distribuidas  centralmente  que  tienen  el p a t h  de 
esmalte  de  Lepus en  el premolar inferior tres. Como  complemento. existe un numero  de gineros 
periféricos, los paleolaginos, los c u a l e s  parecen ser relictos que  exhiben  mayor o menor desarrollo en 
el patrón  dental característico del Plioceno tardio o de  principios del Pleistoceno, y que retuvieron  el 
patrón  del  premolar inferior tres de Alilepus. Los géneros Romcrofnp. Pronolaguc y Penralagm, el 
primer  molar inferior esta dividido en  una porción anterior y una posterior por dos  angulos 
rmrantes: uno que se extiende  desde la parte labial externa y curo desde la cara lingual posterior 
interna hasta el centro del diente, a diferencia de los otros l~+ridos, que tan d o  presentan un angulo 
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Fig. 2 Ejc Vnlc4nicn trannrrsPl2650 a 4240 msm. 
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reentrante. La distribución geográfica de los palaeolaginos parece haber sido restring& en  el 
Pleistocene por los m i s  vigorosos Sylvilagus, Caprolagus, Oryctolagus y Lepus (Hibbard 1963). 

Como ya se ha sdalado, el zacatuche es la única especie entre los lepóridos  que  presenta  la 
caracteristica primitiva de  mantener  articulados  el  esternon y la clavicula; y ,  a su vez  comparte  con 
el conejo de las Islas Amani (Pentalagus) del Japón, la reducción extrema de  la cola vertebral y el 
color ocre oscuro de la parte ventral  del  cuerpo.  Ademas  comparte con el conejo de la India 
(Nesolagus) y  con  el  de  Norteamérica (Brachylagus) la ausencia de muesca anterior en  el premolar 
inferior tres (Corbet 1983), por lo demas  no existe ninguna otra caracteristica obvia que lo relacione 
estrechamente con cualquier  otro  lepórido. El zacatuche se diferemió probablemente en  la meseta 
desértica americana y  permaneció  como relicto una vez  terminadas las glaciaciones, se estableció en 
las altas montañas  del sur del Valle de México, hábitat que  no  pudo  abandonar  y en  donde se ha 
conservado sin cambio evolutivo  aparente (Rojas 195 I). 

Como lo marca la bibliografia, el zacatuche es el conejo de  menor tamaño de nuestro pais, su 
tamaño al nacimiento es de 83 a 100 nun con un peso de 22.6 a 25 gr. (Cervantes et al 1990) , se ha 
reportado que en cautiverio las hembras  nacen  con un peso de 25 a 27 g r .  y los machos con un peso 
de 32 gr. (Mgtsuzaki, et al 1982). Ya en la  edad  adulta su tamaño no rebasa los 30 cm. de  longitud  y 
600 gr. de peso (Cervantes A. et al 1990). La cola es muy pequma, dificil de apreciar a  simple vista, 
los miembros posteriores son cortos; las orejas pequmas y  redondas . El cuerpo es de color pardo 
oscuro, las costillas constan de seis pares, s o n  relativamente  angostas  y no presmtan la  expansión 
distal  observada en  el género Lepus; la parte m i s  ancha  de las costillas se ubica detras de la  porcion 
de la  espina de la cab. Presentan  también cinco vértebras c e r v i c a l e s  y nueve caudales. 

Cervantes (1 982) ha establecido que en  el zacatuche , los machos en general son mas  grandes 
que las hembras, sin  embargo, los valores  promedio  y  rangos  de las medidas  del  cuerpo  para los 
machos (n= 3 1 ) y hembras (n= 26) de  Romerolagus  diazi  adulto son respectivamente:  Longitud total 

pesar de algunas diferencias entre sexos, las hembras no s o n  significativamente mas  grandes  que los 
machos. 

268.3 mm (234-292) y 285.1 (240-321); peso, 417.4 gr. (386-479.1) y 535.9  (462.1-602.5). A 

Los machos que están sexualmente activos presentan los testiculos escrotados y  el glande del 
pene extrusible (Cervantes 1982) ;alcanzan  la  madurez  sexual entre los cinco y seis y medio  meses  de 
edad, cuando los testículos descienden  a  la b o l s a  escratal y permanecen ahi todo  el año, caraaerística 
sugerente de que los machos  tienen la capacidad  permanente de reproducción moth 1989). aunque  la 
temporada de reproducción en cautiverio se reporta  entre los meses de M a n o  a Julio (De Poorter, et 
al 198 1, López-Ferment 1981). Los testiculos son estructuras ovoideas que en el zacatuche miden 
aproximadamente 17.6 mm de  longitud y 9.7 nun de ancho (Cervantes 1982). 

Por su parte, las hembras no presentan un a d o  estral definido, por el contrario. se mantienen 
en mstante aceptación sexual  toda vez que l legan a  la  pubertad; aparanemente la owlacion es 
inducida. En condiciones de laboratorio el  periodo  de gestación calculado a partir de las fechas de 
parto registradas en laboratorio es 39.8 2 0.7 dias (Matsuzaki y c d s .  1985). 

En virtud de que  desde hace m i s  de tres décadas el zacatuche se encuentra en la lista de 
especies en peligro de extinción, actualmente se realizan esfuerzos en pro de su conservación como 
especie, abarcando tres objetivos principales: 1) La reproducción  del zacatuche en condiciones  de 
cautiverio. 2) Reintroducción  del zacatuche en su hábitat  natural. 3) Aumentar el conocimiento sobre 
la  biolog'a reprodudiva de  la  especie. En relación con el último objetivo , es en  donde se ubica este 
trabajo determinando  la  morfolog'a  del  espermatozoide  de dicho lagomorfo asi como la localization 
de sus estructuras. 
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Un aspecto relevante del  sustento teórico, es el conocimiento que se tiene sobre la existencia 
de  una amplia variación en la conformación de  la g a m a  masculina de los mamiferos, pues  existen 
diferencias interespecies en la longitud  y  amplitud  del espermatozoide, en las formas de su cabeza 
(Fig 3), y a  nivel ultraestructural las caractensticas morfolrjgcas de los organelos intracelulares 
tambib presentan variaciones, siendo aspectos que se desconocen en el zacatuche. 

Considerando lo antes expuesto, es necesario conocer las caradensticas del  espermatozoide 
para ampliar la infonnacion sobre la biología reproductiva  de los lagomorfos para de este modo 
coadyuvar  a  la reproducción exitosa de este Iéporido. 

[ Sylvilaqus badunani I Conejo matorralero. I 
Sylvilagus audobonii 

Conejo castellano. Sylvilaqus floMdanus 
Conejo del desierto. 

Conejo Mexicano o montes. Sylvilaqus cunicularis* 
Conejo Tropical. Sylvilagus brasiliensis 

'especie  en peligro de extinción. 
Tabla 1. Conejos y Liebres de hIéxico. (Tomado  de Ah4CELA 1996). 

1.2 MORFOLOGíA DEL  APARQTO  REPRODUCTOR DEL MACHO EN 

W í F E R O S .  

1.2. I TESTíCULO. 

El sistema reprodudor masculino consta de testidos, conductos wcretores, Qlindulas 
accesorias y pene (Fig 4). Los testículos son Órganos pares de forma , por lo general, ovoidea, en SU 
descenso  desde la región lumbar, arrastran algunos elementos  desde la pared  abdominal  formando 
con ellos las bolsas escrotales que los recubren. Estas tienen las siguientes capas: 1) El escroto o 
piel ; 2) El Darros o capa de fibras musculares lisas bajo la piel; es responsable de la variación en la 
posición  de los testidos de acuerdo a  la  temperatura; 3 )  La capa celulosa, formada por tejido 
conjuntivo laxo; 4) La &ica ntalscular o Erirroides correspondiente  a los miUculos de la pared 
abdominal; 5) La hinicafibrosa representante de la fascia transversalis; 6) La túnica vagimh, 
vestigio  del peritoneo con sus capas visceral y parietal. ( P b a  1995). 
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ANIMAL Rcscntacioncs Morlologicas Generales 

Rumiantes Cabeza Cola 
Domesticos 

Bovino 

Ovino 

Caprino 

Animales 
no rumiantes 

Porclno 

Equino 

Canino 

Aves 

P 



Conducto deferente Vesicula seminal 

. 
Vejiga urinaria 

Uretra 
Cabeza de epididimo 

Glandula bulbouretral 
Prepucio 

Glande 
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Los testículos están suspendidos en las bolsas escrotales por los cordones  espermaticos. 
compuestos  a su vez por los vasos  deferentes,  nervios, vasos sanguíneos  y fibras de  músculo 
cremasterico. Las bolsas contribuyen al  mantenimiento  de  una  temperatura  adecuada  para  la 
espermatogkesis y  sirven de cubierta protectora  de los testiculos. (Fig 5). 

La mayoria del  parenquima testicular se compone de varios espacios o lóbulos. Hay  una  gran 
cantidad de lóbulos en  cada testículo y cada  lóbulo contiene tres o cuatro túbulos seminiferos, el 
epitelio de los túbulos es de tipo estratificado plano,  presentando dos tipos celulares: las células 
nutrientes o de Sertoli y las células germinales o espermatogonias  que originan los espermatozoides. 
Es entre los tubulos seminiferos en  el tejido conjuntivo laxo, el espacio donde aparecen despds de la 
pubertad las células intersticiales o de  Leydig  que se encargan  de  la  producción  de testosterona. 

Cuando se concluye la estmcturacih de los espermatozoides, estos abandonan  el testículo y 
pasan  al  epididirno por los túbulos  seminiferos. Estos túbulos ocupan los lobulillos o 
compartimientos  dentro  del testículo que están limitados por los tabiques de tejido conjuntivo  que  se 
extiende  dentro de la túnica albuginea. Los diferentes  túbulos de cada lobulillo forman asas 
retorcidas, cuyos extremos convergen hacia la región posterior, constituida por tejido conjuntivo muy 
vascularizado, que recibe el  nombre  de  mediastino testicular. Dentro de esta estructura, existe m 
plexo laberíntico de canales revestidos  de  epitelio  que se denomina Rete Testis(Fawcett 1991XFig 6) .  
Los conductos eferentes varian  en  número  de 4 a 20 según la especie (Robaire 1988). La rete testls 
desemboca  en los tubos eferentes o conductos eferentes, estos penetran en la  región cefalica del 
epididimo para, finalmente, desembocar en un conducto único llamado  conducto  epididimario. 

Como los testiculos desdenden  desde su punto de procedencia hasta el escroto, su arteria no 
cambia su origen sino que se elonga con la migraciim del testículo, además en su viaje por el canal 
inguinal se convoluciona a pesar de llegar a  medir  varios metros, sin embargo se enrolla  y temuna 
siendo  una estructura de unos  cuantos mtimetros. 

La imgación e inervaaón del testículo llega a través del  cordón espermatico. En &te hay tres 
arterias: 1) La espermatica, rama de la  aorta  que se divide  en las epididimarias anterior y postenor: 
2) La deferente, rama de la v e s i c a l  anterior, y 3) La funicular, rama  de la  epiGstrica. 

El drenaje venoso corre en su mayoria por la superficie del testículo y  cuando estas venas 
llegan al polo dorsal  del mismo se dividen  nuevamente para formar el plexo de pequeñas  venas 
llamado plexo pampiniforme  el  cual  rodea  la arteria enrollada para formar el cordón espermático. 

Las venas  provenientes de los testiculos y  epididimo  constituyen las vmas espermáticas que 
forman  el grupo anterior o espermático que se anastomosa entre si con las venas escrotales, formando 
el plexo pampiniforme en la cavidad pdvica antes de formar un sólo tronco con la  vena  espermática. 
la cual temina, a la derecha, en la cava inferior y  a  la  izquierda en la vena  renal. Otro grupo venoso. 
posterior o deferente, desemboca en la vena epigástrica. Los linfáticos salen de  la  porción escrotal. a 
través de las regjones inguinal y fosa iliaca externa,  para desembocar en la regwin lumbar. 
principalmente en los ganglios preaórticos. La inervación  procede  del simpático, formando los plexos 
deferencia1  y espermático; el  primero,  derivado  del plexo hipogástrico y  el  segundo,  de los plexos 
renal  y lumboaórtico (Pérez 1995). 

Los testiculos tienen  dos funciones principales: la  EspermatogPnesis o producción de 
espermatozoides  y  la Hormonogbesis o sintesis de  esteroides sexuales. Ambas funciones son 
reguladas por el hipotálamo al través de la hipófisis. 

La espermatogimesis es el proceso de desarrollo de las d u l a s  g e r m i n a l e s  dentro de los 
túbulos seminiferos . A diferencia  de  la  ov+esis, que se realiza durante la vida fetal y que para la 
pubertad ya tiene una poblauh de células germinales casi madura, en  el macho el proceso de 
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Fig. 6 Organiznciiln  estructural del tcsticulo. Tomado de Faa-cctt 1970. 
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espermatogénesis se efectúa sólo durante  la  vida  adulta,  debido a lo cual se requiere  de una 
renovación constante de las células germinales  madres,  para siempre tener disponibles 
espermatogonias, las cuales, al pasar por las diferentes  etapas  de  maduración se transformaran en 
espermatomides (Orgebin-Crist 1981). La espermatogénesis  puede ser dividida en tres fases: 
espermatocitogénesis  (mitosis),  meiosis y espenniogénesis. Durante el proceso de maduracion 
espermática las espermatogonias  indiferenciadas, o células madres, se dividen por mitosis y producen 
dos tipos  de &Mas; espermatogonias  indiferenciadas , que  seguirán  sirviendo  de  madres, y 
espermatogonias  de tipo 4 las cuales, mediante  divisiones mitosicas, se transforman en 
espennatogonias tipo B, las cuales continúan  el proceso de desarrollo mdante  una  mitosis para, 
transformarse en espermatocitos primarios. Estos realizan la primera  división  de  la  meiosis, 
reduciéndose  el  numero de cromosomas (en el caso del zacatuche  pasa  de 48 a 24 cromosomas). De 
cada espermatocito primario se originan  dos  espermatocitos  secundarios . Cada uno  de estos se 
divide,  sin  reducir  el  número  de cromosomas, dando lugar a dos  espermátides. Estos no sufren nuevas 
divisiones, sino una diferenciación de  espermatides esfericas a espermatides  maduras las cuales son 
liberadas en la superficie luminal como espermatozoides , proceso al que se  le conoce como 
espermiogbesis ( Fig 7). 

1.2.2. EPIDIDIMO 

Cuando los espermatozoides  dejan los testiculos, pasan  desde  la Rete Testis a través de los 
dudos deferentes hasta el  epididimo. Este, es una estructura  tubular alargada, continuación  de los 
tubos rectos, con mdtiples  flexions que se adosa al testiculo en su borde externo posterosuperior. 

Las funciones del  epididimo s o n  varias: 1) Actuar como reservorio de  espermatozoides: 2) 
Producción de plasma epididimal  (medio  de  suspension  para los espermatozoides): 3) Promueve  la 
maduración de los espermatozoides ; 4) Participa en el mecanismo  de eliminación de  espermatozoides 
adultos o células muertas (Court 1983). 

Anatomicamente se ha dividdo al epididimo en cabeza, cuerpo y cola, esta última  desemboca 
en  el conducto deferente y su longitud  varia entre las especies. Se sabe que los espernlatozoides 
(SPZ) maduran a través de su paso por el epididimo  adquiriendo su habilidad fertilizante 
(Yanagimachi 1995) y que la cola de éste es un sitio importante  de almamamiento de 
espermatozoides (Dacheaux 1980). (Fig 8). 

El conducto deferente se extiende  desde la cola del  epididimo y como continuación de este 
hasta su unión  con  el  conducto de la vesicula  seminal. Es cilindrico y se ensancha en su extremo 
distal  para formar el  ámpula del deferente,  entra en la  cavidad  pelvica por el conducto inguinal,  rodea 
el cayado  de  la epigástrica y se dirige hacia la  linea  media,  rodeando  la cara lateral de la vejiy hasta 
llegar a su cara posterior; pasa por el  borde  interno  de  la  vesicula  seminal y, antes  de  terminar.  forma 
el ámpula,  el  cual se une  muy cerca de la  linea  media con el  conducto de la vesicula seminal  para 
formar el conducto eyaculador. 

1.2.3 GLklvDULAS ACCESORIAS. 

Las glándulas accesorias del  macho  lagomorfo son el ampula, la prostata, uretra, las 
glándulas vesiculares y las glándulas bulbouretrales o de  Cowper. (Fig 9)  Todas ellas producen 
secreciones que contribuyen  para formar el  semen. Los líquidos viscosos que secretan estas 
glándulas, proporcionan protección a los espermatozoides y les sirven de  medio para mantenerlos 
vivos, favoreciendo , además, su desplazamiento por la  uretra y por  el conducto g e n i t a l  femenino. Por 
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Fig. 7 Espcnnatogi.nesis. Tomado de Fawcctl 1970. 
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Fix. 8 Sitios de maduración de los es~~ermatozoides en el epididimo. 
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su parte  la  uretra  es  la  continuación de los conductos gaitales y presenta tres porciones: la 
prostática, la  membranosa, y la cavernosa o peneana. 

1.2.4 PENE 

Es el órgano copulador  del macho; esta compuesto  por tejido erktil y músculos  que le 
permiten variar su tamaño y proyección mediante  el  aumento  del flujo sanguíneo. El pene esti 
dividido en tres partes: raiz, cuerpo y extremidad libre. 

Los músculos  del  pene son: 1 )  Isquiocavernoso, se origina en  el lado  medio  de  la  tuberosidad 
isquiática. El músculo se inserta  en  el  cuerpo cavernoso y se  comprime  durante  la copulación. 2) 
Bulboesponjoso, rodea la primera  porción del cuerpo esponjoso de  la uretra. Se extiende desde las 
glindulas bulbouretrales a las cuales cubre, hasta el arco isquiático. 3 )  Bulbouretral, se extiende 
desde  la próstata hasta las glándulas bulbouretrales. Sus fibras corren en d i r k ó n  transversal. 4) 
Retractor del pene,  es un músculo largo liso que se origina en las primeras  dos o tres vértebras 
caudales y en  la  pared redal y se inserta en la parte ventral  del  pene. 

El pene se extiende  desde  la sínfisis isquiatica hasta la región  umbilical en dirección de atrás 
hacia  delante. Se encuentra cubierto por una  piel bastante fina y desplazable  cuya  porción  apical 
presalta un pliegue  llamado prepucio, rico en glándulas sebaceas. La capa  cutánea se convierte en 
mucosa en la cara interna del prepucio  cubriendo  también  al  glande  el  cual es un abultamiento de 
forma variable según las especies y que se constituye como  el  extremo  del  pene. El glande esta 
circundado por la  denominada  corona  del glande, provista  de una fosa por  donde sale la uretra  al 
exterior.(Rodriguez 1980). 

1.3 ESPERMATOZOIDE 

El espermatozoide  de  los lagomorfos, como el  de todos los mamíferos, es el resultado  final 
del proceso  de  gametogénesis  llamado  espermatogénesis en  el macho, este proceso tiene lugar dentro 
de los tubulos  seminiferos del testículo. 

El espermatozoide se compone  de  dos  partes principales, In cabeza y eljlagelo o cola los 
cuales se encuentran  unidos por el  cuello opieza de  conexidn (Fig 10). 

La cabeza del espermatozoide  de los lagomorfos vana en tamaiio y fonna dependiendo  de  la 
especie  como se puede  ver  en los datos aportados  por Cummins y Wodall(1985) . 

1.3.1 CABEZA 

La cabeza del espermatozoide contiene el núcleo y al acrosoma, rodeados  por  cantidades 
moderadas de componentes citoesquel&ws y citoplasma (Edy 1994). 

El acrosoma se deriva  del aparato de  Golgi  durante la espermatqénesis (Yanagimachi 1995) 
y esta integrado de  dos partes: el  segmenfo  anterior y el segmento  ecuatorial; se compone de un 
saco invertido  de  membrana  que en  el segmento anterior  contiene un complejo lipoproteinico 
especifico, incluyendo un número de m i m a s  t a l e s  amo la  hialuronidasa y la acrosina, necesarias 
para  el proceso de fecundación. Es m esta zona  donde  la  estructura  envolvente se forma m base a la 
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membrana plasmática, las membranas acrosomales externas e internas y la  membrana nuclear, es 
tambib en esta región donde se lleva a  cabo  la  fisión de las membranas plasmática y acrosomal 
externa (Chavama et al 1992). 

El núcleo  contiene  la  cromatina  altamente  condensada  por lo que su volumen es 
considerablemente  menor  que el de una &Ida somática (Ward 1991, Edy 1994). Las principales 
proteínas asociadas al núcleo son las protaminas (27-65 aminoácidos) ricas en argnina y cisteina. El 
RNA mensajero  que codifica para la síntesis de las protaminas, lo hace en las espermitides (Kretser 
1994). En  cuanto a la  envoltura nuclear, se  sabe que carece de poros y la  distancia  entre las dos 
capas de  la  membrana nuclear es de 7 a 10 nm (Edy 1994). 

En  relación a la  forma y tamaño del acrosoma se sabe que  ambas caraderisticas varian 
ampliamente  entre las especies (Fig. 11) (Fawcett 1970). Se puede  considerar  que  hay  dos tipos de 
f o n a s  de  la cabeza: Forma simétrica como en  el conejo o el toro y forma  asimétrica como en la  rata 
o ratón (Phllips  y Dryden 1991). Fuoqua (1991) demostró  que  la  sustancia perinuclear que une  el 
acrosoma  al  núcleo es rica en actina.  Esta proteína del citoesqueleto, que  esta fijada en la superficie 
del  núcleo  contribuye a los cambios de  forma  de  la cabeza de la espermátida en  el transcurso de la 
espermioginesis. 

1.3.2 FLAGELO 

Proporciona  la fuerza motriz  que  ayuda  al traslado del espermatozoide  hasta el sitio de 
fecundación, asqura una orientación apropiada  para  penetrar las cubiertas del ovocito y se compone 
de cuatro  segmentos: 1) P i e z  de  conexidn; 2) Pieza media; 3) Pieza  principal; 4) Pieza terminal. 

Los principales  componentes estructurales del flagdo son, el uxonemu, la vuina 
mitocondrial, larfibras densus externa y la vaimjbrosa.  El monemu se compone  de un complejo 
“9 + 2 *‘ de  microtúbulos que se extienden  desde  la  pieza  de  conexión  donde se implantan hasta el 
centriolo  proximal  situado exactamente abajo de  la cabeza, Lasjbrus denrus e x t e r n  se localizan 
adyacentes  al  axonema y se extienden  desde  la  pieza de conexión hasta la  parte posterior de la pieza 
principal. Por otra parte la  pieza  media  contiene a la vninu mitocond~al, la c u a l  se cree que es la 
generadora  de  la  energía  para  la  locomoción  del  espermatozoide  además  de  que su situación 
topografica sugiere  que  también  es  fuente  de  energia para las  fibras densas externas y que se 
acomoda  de  manera helicoidal alrededor  de estas, en tanto, la  pieza  principal  contiene a la vaina 
fibrosu. La base del flagelo se apoya en el núcleo para posibilitar la unión  entre la pieza  de  conexión 
y la  cabeza (Fawcett 1970, Oura, et al 1971, Zamboni 1973). 

La piezn de  conexión se compone del capitulum y de las colunmar segmentudm, del 
capitulum se deriva  una estructura de fibra densa  de  la  que se forma  la fosu de impluntación 
(Fawcett 1975). 

Como se menciona  anteriormente, el flagelo contiene una estructura  central  que  forma  el eje 
conocido  como axonema, este posee una organ~zacibn microtubular  de  nueve parejas de microtúbulos 
(dobletes)  arreglados en forma circular alrededor  de  dos  microtúbulos  situados en  el centro del 
sistema, formando el patrón 9 -+ 2. Cada doblete periferico consiste de  una  subunidad A (un 
nucrotúbulo  completo) y una  subunidad B (un microtúbulo  incompleto) en forma  de C, que se une a 
la pared  de  la  subunidad A. La subunidad A de  cada doblete esta provista de  dos brazos (interno y 
externo)  de  dineina  que  tienen actilldad de ATPasa y que se extienden con cursos divergentes hacia 
la  subunidad B del siguiente doblete en dirección de las manecillas del reloj (Fig 12). 
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Fig. 11 Formas y tamaños dcl acrosoma en difcrcntcs csltccics. Tomado dc Cul~pr 1987. 
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Fig. 12 Estructura dcl asonema Tomado dr Cupps 1987. 
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Durante el  movimiento  de  la cola, los brazos de  dineina  tienen  un ciclo de extensión, una 
transducción mecanoquímica seguida  por un estado de rigor  regresando luego a su forma  plana. La 
interacción entre los brazos y el  doblete  vecino  puede  producir un movimiento “corredizo” el cual es 
probablemente la base para  el  movimiento  de  la cola (Gbbons 1981). 

La pieza media se constituye por una parte flagelar central, rodeada  por las nueve fibras 
densas externas, cada una  de ellas asociada con un doblete de microtúbulos rodeado por una  densa 
espiral  que conforma el aparato mitocondrial,  el  cual  aporta  la  energia necesaria para el movimialto 
del espermatozoide a través de procesos de fosforilación oxidativa (Chavania 1995). 

En la  pieza  principal se identifica  la  presencia  de  la  vaina fibrosa que  envuelve al axonema, 
esta  formada por dos  columnas  longitudinales asociadas a los dobletes 3 y 8, y se unen  entre ellas por 
piezas laterales (Zamboni 1992, Kretser 1994). 

La pieza final es de longitud variable, es una prolongación  de  la estructura microtuSular del 
flagelo y está desprovista  de los constituyentes  del  citoésqueleto  que  forman las fibras densas y la 
vaina fibrosa. 

1.4 MADURACIÓN EPIDIDIMARIA DEL ESPERMATOZOIDE 

Los espermatozoides se encuentran  inmóviles e infértiles  mientras  permanecen en  el testiculo 
y sólo después  de entrar en el ducto  epididimario  experimentan  una serie de cambios que l e s  permite 
adquirir  la capacidad de movilidad  progresiva,  estabilidad  estructural y habilidad fertilizante. 

Se define la maduración  como “un proceso complejo  que se inicia durante  el transito de 
espermatozoides (spz) por el  epididimo,  que  continua  después  de  la eyaculación y finalmente contiere 
al  spz su capacidad funcional, movilidad y capacidad fertilizante, sin la cual no es capaz de  fecundar 
al ovocito ‘‘ (Rosado y Hernandez 1988). 

Hay cinco cambios descritos en  el spz en su paso a través del  epididimo  que son: 

1) Se agregan glicoproteinas especificas, sustancias orgáNcas, glicerilfosforilcolina y carnitina 

2) Formación de  una capa maubranal compuesta por la  adsorcion  de proteínas de  plasma  seminal 

3 )  Migración de la gota citoplasmatica (Rosado y Hernandez 1988). La presencia de sota 

4) Maduración de acrosoma, núcleo y flagelo (Rosado y Hernandez 1988). 
5) Aumento  de  puentes disulfuro, dando  una estructura  rigida  al flagelo (Bedford y Calvin 1974). 

Uno de los cambios más prominentes  del  espermatozoide  durante  la  maduración  epididimaria 
es la  adquisicion de movimiento progresivo, sirviéndose de su cola para tal fin. El espermatozoide 
testicular no tiene movilidad y si la time esta es muy pobre, esto se debe  en parte a la  inmadurez  de  la 
membrana plasmática. 

(Edy, et al 1985, Yanagimachi 1988). 

(Yanagimachi 1988). 

citoplasmática en  un número significativo de  spz refleja problemas en su maduracih. 

Durante la maduracih epididimaria, los lipidos  de  membrana  del  espermatozoide  sufren 
distintas alteraciones tanto fisicas como quimicas (Schlegel y cols. 1986). Los cambios en  el patrón 
de distribución de particulas de proteinas  intranlembranosas (Qlicoproteinas) en la  membrana 
plasmitica del  espermatozoide  durante su maduración refleja las alteraciones de los lipidos y 
proteinas de membrana. El hecho de que el epididimo  muestre  una alta tasa de sintesis de  colesterol 
(Hamilton 1971) y que el colesterol sea transferido dentro  de  la  membrana  del  espermatozoide 
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maduro (Seki y cok 1992. Suzuki 1988) sugiere que  el  colesterol es una  de las molkulas claves que 
alteran las caracteristicas del  espermatozoide  durante su maduración (Parks 1985). La estabilización 
de  la  membrana por el colesterol puede ser ben&ca para  el  espermatozoide, ya que  debe viajar al 
través de varios nucroambientes, algunos de estos hostiles, dentro  del tracto femenino  antes  de llegar 
al  ovocito. 

En ciertos casos de  disfunción  epididimal  la  incidencia  de  anormalidades espermáticas como 
cola enroscada o pieza  media defectuosa coinciden  con  la  composición  anormal del plasma 
epididimal,  principalmente en los constituyentes iónicos y en  la presión osmótica. 

La localización anatómica donde los espermatozoides  empiezan a adquirir  la  habilidad 
fertilizante varia  de acuerdo a las especies. En algunas  especies como el cerdo, los primeros 
espermatozoides fertiles aparecen en la cabeza del  epididímo,  mientras  que en la rata esto ocurre en  el 
segmento  distal  del cuerpo del  epididímo (Dacheaux y cols. 1980). Aparentemente  el  espermatozoide 
no adquiere la capacidad fertilizante simultáneamente en alguna  región.  Algunos  espermatozoides  son 
capaces de fertilizar más pronto (o en una región  más  proximal  del  epididimo)  que otros. De 
cualquier  modo, en general, este proceso se da hasta llegar a la cola del  epididímo , sitio donde  la 
mayoria  de los espermatozoides  adquieren su total potencial fertilizante. 

1.6 CAPACITACION DEL ESPERMATOZOIDE. 

Los espermatozoides  que  maduran en  el  epididímo son capaces de  moverse  activamente,  sin 
embargo.  todavía  no  tienen  la capacidad para fertilizar. Adquieren esta capacidad  después de residir 
en el tracto femenino por algún tiempo. Los cambios fisiológicos que le dan al  espermatozoide  la 
capacidad de fertilizar se conocen colectivamente como capacitación. 

En algunos  mamiferos (vaca, coneja, oveja y primates) el  semen es depositado en el 
segmento  anterior  de  la  vagina  durante  el coito. En otros (cerda, yegua,  perro y muchos roedores) la 
mayoria  del  semen es depositado directamente en  el útero o es forzado  al través del canal cenical 
durante  el coito (Hunter 1988). Quizás esto ocurre en parte porque,  debido  al estimulo copulatorio se 
dan  una relajación del cervix y contracciones vaginales.  Sin  importar el sitio de depósito del  semen, 
la g a n  mayoria  de este es eliminado  del tracto tarde o temprano  @obrinz 1992) y solo una  pequeña 
fracción de  espermatozoides  migran exitosamente hasta  el sitio de fertilización. 

En especies en las cuales los espermatozoides s o n  depositados en  el útero durante  el coito, la 
unión  útero-tubal es la  principal barrera para  el ascenso del  esperma al ámpula.  Numerosos grumos 
de  mucosa y la estrechez del  lumen  de la unión  utero-tubal  permiten  la  migración  de sólo una 
pequeña fracción de  espermatozoides del hero hacia el oviducto. 

Por otra parte, en especies en las que  el  semen es depositado en la  vagina  durante  el coito, el 
espermatozoide  debe de sortear diversos obstáculos como un cervix lleno  de  mucosa  antes  de  entrar 
al  útero.  Durante  el  periodo periovulatorio el mom tiene varias funciones: a) Protege al 
espermatozoide  de ambientes hostiles en la vagina y de la fagocitosis por leucocitos vaginales.  b) 
Evita  la  entrada  de  plasma  seminal al útero. c) Excluye espermatozoides  morfológicamente 
anormales.  d) Retiene y conserva espermatozoides  para una posterior migración hacia el tracto 
superior.(Katz y cols. 1989, Overstreet 1983). El ascenso del  esperma  al travb del hero parece estar 
acompañado  de una actividad contraail  de la  pared  uterina. La movilidad  del  esperma  puede sólo 
servir  para el mantenimiento  de las células en suspensión  dentro del fluido  uterino (White 1990). En 
la  vaca y &I la oveja, los espemlatozoides pasan  al t r a k  de la unión  utero-tubal y son aislados en el 
segmento bajo del itsmo hasta el inicio de la  ovulación  (Hunter 1988) y aunque no esta plenamente 
confirmado este fenómeno, parece ser universal m los nlaniferos (Dunbar 1991, Hunter 1988). 
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En vivo,  el sitio donde  el  espermatozoide  fértil comienza y termina su capacitación puede 
variar de acuerdo a las diferentes especies. En las especies donde  el  semen es depositado en  el hero, 
el espermatozoide  puede  completar  la capacitación ó la  mayor parte de ella, en  el segmento bajo del 
istmo  donde el espermatozoide se almacena. En especies en las cuales el esperma es depositado en la 
vagina, la capacitación comienza al pasar al través del m o w  cervical. 

El espermatozoide  de los lagomorfos puede capacitarse con eficiencia en su paso secuencia1 
en  el hero y el  oviducto (Bedford 1967). Aunque  de  cualquier  modo  el  espermatozoide  puede 
capacitarse en  el  útero  sin  ascender hacia el oviducto  como lo muestran las evidencias  obtenidas  por 
Brackett 1970. . 
1.7 IMPORTANCIA DE u MORFOLOC~A DEL 

ESPERMATOZOIDE. 

La importancia de conocer como  esta  estructurado el espermatozoide estriba en que  de su 
construcción depende su funcionamiento y por tanto su aptitud  para  la  fecundación ,ya que  la 
existencia de una gran variedad de defectos del espermatozoide y anormalidades en su desarrollo son 
causantes de  infertilidad, por ejemplo , humanos  con baja fertilidad  tienden a tener bajas 
concentraciones espermáticas, una alta proporción  de  anormalidades morfológicas, baja movilidad y 
mínimas  habilidades  de  penetración en  el m o a  cervical y de unión a la zona  pelúcida asi como de 
penetrar  al ovocito (Aitken et al 1992, Liu y Baker 1992, Kaskar et  al 1993). 

La morfolog’a es uno  de los tres parámetros principales para  evaluar el potencial fertilizante 
del espermatozoide, los otros dos  son la m m t r a c i ó n  y la movilidad. El análisis de la morfologia 
del  espermatozoide  generalmente es media sólo un cuanto a los defectos “gruesos” de la cabeza y el 
flagelo, es decir, aberraciones en la  forma  de  la cabeza, presencia de  dos o más cabezas o flagelos o 
defectos flagelares, las anormalidades finas que  son  regularmente  origen  de  la  infertilidad no son 
determinadas en un examen general. 

Para expresar su potencial  de  fertilidad  el  espermatozoide  debe poseer los siguientes 
atributos: 

1) Un aparato locomotor eficiente para cubrir la distancia que  separa  la  vagina del oviducto y que 
pueda sortear los obsticdos (moco cervical, la  estructura  de  la unión uterotubal, etc.) y 
peneración al  del ovocito. 

2) Un acrosoma intacto para  adquirir  la  capacidad fertilizante por medio  de  la capacitación y 
realizar asi la reacción acrosomal. 

3) Un núcleo intacto para establecer un patrimonio  genómico. (Zamboni 1987). 

Ninguna  de estas características puede ser evaluada  con  precisión en  el curso de  una 
evaluación  convencional  de  semen  debido a uno o ambos de los siguientes aspectos: a) los bruscos 
mdodos utilizados  para  preparar el fluido  seminal para el análisis microscopico, b) las dimensiones 
extremadamente  pequeñas  de  la  mayoria  de los organelos del espermatozoide  que  van más allá de los 
limites de resolución del microscopio óptico. 

Por lo que la  mayoría  de las anormalidades “finas” en general tienden a pasar 
desapercibidas. Si  la  evaluación de la  morfologia  funcional del espernlatozoide se hace con  la 
intención  de  determinar  la  integridad estrudural de la &lula,  entonces se deben utilizar mkodos de 
investigaaón más  refinados,  ya  que  la  organización  de los elemento celulares es un importante 
componente de la  evaluación global, siendo lgco que  el  estudio  debe ser realizado utilizando 
mdodos ultraestructurales de análisis morfológicos. 
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La patolog'a  ultraestructural del espermatozoide como causa de  infertilidad ha sido 
reportado  en la literatura sólo en casos aislados y pocas revisiones  han  sido publicadas por lo que  no 
se  cuenta con una clasificación sistematica de  anormalidades  del  espermatozoide, y, menos aún  del 
espermatozoide  de Romeroluw & por lo que se hace necesario conocer la  ubicación y 
organización  de las estructuras de su espermatozoide  para  poder establecer criterios de  normalidad  de 
la  &lula y de este modo establecer su habilidad fertilizante. 
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u. EIIP~TESIS.. - 
La ultraestructura del  espermatozoide  de Romerolama w proveniente  de la re& de  la 

cola del epididimo no tendrá diferencias significativas en relación a la ultraestructura del 
espermatozoide  del conejo doméstico (Orvctolapur cuniculus) obtenidos  de  la  misma  región  del 
epididimo. 

m. OBJETIVOS. 

Establecer las caractensticas ultraestructurales del espermatozoide de Rornerolams 

O Comparar la ultraestructura del espermatozoide  de Romerolapur & con la  del conejo 
provenimtes de  la  región  correspondiente  a  la cola del  epididimo. 

doméstico (Orvctolaaus cuniculus). 
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS. 

Para el  estudio  de los espermatozoides se han utilizado una  variedad  de  métodos para su 
obtención; por ejemplo,  la electroeyaculación, vagina artificial o bien  directamente  del  epididimo; 
y en el  procesamiento tambim se han  utilizado vanos métodos  como  la congelación, secado por 
punto critico o por aire, etc. 

Para nuestro  estudio se optó por obtener espermatozoides  de  la cola del  epididimo  de los 
cuales se capturaron varias fotografías de  imágenes dd microscopio de luz y electrónico de 
transmisión. 

Los detalles  de  la  preparación de las muestras  son  importantes  para una apropiada 
interpretación  de  la fotografías ya  que  la  presentación  de  diversos  estructuras  en la superficie de 
la  muestra  depende  de  la  Preparación  de esta. El procedimiento de fijación, deshidratación  e 
inclusion  que se utilim para el presente trabajo fue el  recomendado  por  el laboratorio de Biologia 
del Desarrollo del Instituto  de Investigaciones Biomédicas de  la U h T A M  dando  resultados 
excelentes  que se reflejaron en la obtención  de  material  foto@co  de  buena  calidad. Se llevaron  a 
cabo varias inclusiones de la cola del  epididimo  e  igualmente se realizaron un número 
considerable  de cortes en  el microtomo, y se analizaron en  el microscopio electrónico; tomándose 
alrededor  de  cuarenta fotos de las cuales se seleccionaron diez  para  presentarlas en los resultados 
finales. 

Se utilizó 1 ejemplar  de Romerolasu &, macho, sexualmente  maduro, recolectado en la 
zona  del voldn Pelón, Parres D.F. (permiso número DO0 750.- 2618/97 del Instituto  Nacional 
de Ecologia) y se traslado vivo hasta el laboratorio de la UAM-I, tambih se utilizaron 2 
ejemplares de conejo domestico (OnTrolaem clcniculus) procedihdose a anestesiar a  cada 
ejemplar  utilizado por medio  de  una  dosis  de 2.5 ml de  pentobarbital sMico por kilogramo de 
peso. El testiculo izquierdo fue retirado  para  el  estudio  de los espermatoroides en fresco. 

Para d estudio del testículo derecho, el ejemplar fue perfundido  por  hemicuerpo según la 
t b i c a  de Baker y cole. (1981), con solución de Kamovsky modificada  (Glutaraldehido y 
paraformaldeludo) La fijación de  una  muestra es el paso más  importante en la prqaracion de 
material para microscopio electrónico. Si pasan  más  de 15 minutos  desde  la extracción quinirgica del 
tejido hasta que se pone en  el fijador, puede presentarse una autolisis que  de una  imagen errónea del 
tejido. En este caso, se utilizo fijador de Kamovsky modificado (parafomldehido- glutaraldeh'do), 
p que esta solución  penetra  rápidamente  con poco daño al tejido. 

El fijador de Kamovsky modificado se prepara  utilizando  Paraformaldehido ... I %  

y Glutaraldeludo ....... 2.5% siguiendo  el  siguiente  método: 

1.- Agregar poco a poco alparajormaldehido -75 1111 de agua bidestilada a 60-70 "C. 

2.-Enjíar con agua com'ente,  si no se disitebe,  agregar una o dos gotas  de NnOH IN. 

3.- dgregar: 50.0 n r l  de cacodilaro de Sodio. (0.2M) 
10.0 ml deglutaraldehido 2.5% 
15.0 ml de  agua  bidestilada. 
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4.- Ajustar el pH a 7.3 con HCL o Na OH 

Posteriomente la  muestra se enjuago  con  amoltiguador  de cacodilato de sodio y se post-fijo 
con tetróxido de Osmio al 1%. 

El amortiguador  de cacodilato se prepara del siguiente  modo: 

2 1.402 g. en  un litro de agua  destilada (O. 1 M). 
42.804 g. en  un litro de  agua  destilada (0.2 M). 
ajustar pH a 7.3-  7.4 

. 

El segundo paso comprendio  delimitar las zonas anatómicas correspondientes  al  epididimo 
(cabeza, cuerpo y cola), y una  vez separadas, cada  zona se post-fijo con  tetróxido  de  Osmio  durante 
60 minutos. 

El tetroxido de  Osmio se prepara  del  siguiente  modo 

1.- Se lava con  abundante jabón y agua  la  ámpula de 1 p. de tetroxido de osmio (0~01) y se 
enjuaga con agua  destilada. 

2.- El ámpula se hierve  durante 15 minutos en agua  destilada  para  que el Os04 se disuelva 

3. -  Posteriormente se rompe  el  ámpula y el contenido se mezcla con 50 d de  agua  destilada caliente 
(es recomendable lavar con la misma  agua el interior del  ámpula  para extraer los restos de 0 ~ 0 4 ) .  

4.- Se c o l o c a  la  solución en  una botella obscura , se sella y se c o l o c a  en  el refrigerador. 

Toda esta  operación  debe llevarse a cabo dentro de la  campana  de extracción. 

Para, acto seguido llevar a cabo una serie de  deshidrataciones  con alcohol en distintos 
gradientes  (desde 70% a absoluto), y, finalmente con Oxido  de  Propileno. 

1.- Dos cambios de 15 minutos  cada  uno en alcohol  al 70%. 

2.- Dos cambios de 15 minutos  cada uno en alcohol  al 80% 

3.- Dos cambios de 15 minutos  cada  uno  en  alcohol al 90%. 

4.- Dos cambios de 15 minutos  cada  uno en alcohol  al 95%. 

5.- Dos cambios de 20 minutos  cada  uno  en  alcohol absoluto. 

6.- Un cambio de 20 minutos  en  Oxido  de  Propileno. 

Y finalizar con la  impregnación e inclusión en resina EPON de las muestras. 

Antes  de  embeber  la  muestra, se procede a impregnar la misma: 
1 .- Primero con una  solución de oxido  de  propileno y epon en relación 1 a 1 durante una hora 

en movimiento  continuo. 
2.- Posteriormente se pasa a otra  solución  de los mismos  componentes  aunque en esta 

ocasión en relación 1 a 2 durante  una  hora  en constante movimiento. 
3.- Como paso final se embeben las muestras  siendo las resinas epóxicas la  elección  natural 

para el microscopio electrónico, en este caso se ha  utilizado  resina EPON, la  cual se prepara  de  la 
siguiente  manera: 

DDSA (anhidrido succínico dodecenil) 43 d. 
Epon 812 43 ml. 
NMA (anhídrido nadico mail) 14 d. 
DMP-30 (2,4,6-tri (dimetil,  aminometil fenol) 1.5 d. 

Todos los ingredientes  deben ser bien  mezclados 
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4.-Despub  se embeben en cápsulas B E E M ,  llenándolas  suavemente y colocándolas m una 
estufa a 60 grados centígrados  durante 24 horas. 

Posteriormente se realizaron  cortes  de 50 nm de espesor en un ultramicrotorno RMC MT- 
7000 en  el cual se utilizaron cuchillas de  vidrio a una  velocidad  de 70 pm por  segundo, los cortes se 
montaron  en rejillas de cobre de 400 mesh, contrahndose durante 15 minutos  con acetato de  uranilo 
al 2.5% en agua  destilada y 15 minutos  con citrato de  plomo alcalino.  Las  rejillas fueron  observadas 
en el microscopio electrónico de transmisión Zeiss EM- 910. El análisis de los resultados fue sobre el 
material electromicroyáfico obtenido. Las muestras  fueron trabajadas tanto en  el laboratorio de 
microscopla electrónica de  la UA"1 como en  el laboratorio de Biologia del Desarrollo del Instituto 
de Investigaciones Biomédicas de  la uNAh4. Por  otra parte, del otro testículo  se obtuvieron 
espermatozoides  de cola de  epididimo  para tomar dimensiones y fomla de la  cabeza y flagelo asi 
como  parametros  de  movilidad. 
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V. . RESULTADOS. 

Los resultados se presentan en  dos  apartados ya que  es posible separarlos de  acuerdo a la 
técnica empleada:  por un lado  están los de microscopia de luz - ya que este fue el instrumento 
utilizado  para su estudio - y por otro los de  nucroscopia electrónica que  corresponden a dicha 
metodología 
MICROSCOPIA DE LUZ. 

Se realizaron frotis de  espermatozoides  obtenidos de cola de epididimo; que  fueron 
obtenidos tanto de zacatuche como de conejo doméstico,  dichos cortes fueron  teñidos  con nigrosina- 
eosina, La figura  muestra fotos representativas de los frotis observados  con un fotomicroscopio 
ZElSS Axiophot y se usaron tanto para realizar mediciones como para establecer porcentajes de 
presencia  de gota citoplasmica. 

Foto 1. Mcroscopia de luz IOOX espermatozoides  de  zacatuche  teñidos  con nigrosina. 

Se observan  algunos  espermatozoides en los que  se  distingue  la  zona acrosomal y gota 
citoplásmatica. Los espermatozoides  tienen una cabeza ovalada y más  ancha  que  la del conejo 
doméstico,  la  zona acrosomal tiene forma de  media  luna, la cola es alargada, la  pieza  media  tiñe 
mejor  que su contraparte de conejo doméstico y además  es más ancha. 

Foto 2. Microscopia de luz lOOX espermatozoides de conejo doméstico  teñidos  con 
nigrosina. 

En esta fotografia, obtenida de espermatozoides de la  cola  de  epididimo se observan una 
mayor  cantidad de espermatozoides en comparación con la foto 1, un alto porcentaje presentan 
gota citoplásmatica en relación  con los espennatozoides de zacatuche. La transición de la  pieza 
media a la principal y de esta a la  terminal  no  puede ser claramente distinguida en fotos de 
contraste de fase. 

Figura 13. Fotos comparativas Mcroscopia de luz 100X de espermatozoides  de zacatuche y 
de conejo doméstico  donde se observa la diferencia en la  forma  de la cabeza, las cabezas de los 
espermatozoides  de zacatuche son más grandes y menos  ovaladas  que sus contrapartes de conejo 
y la  variabilidad  en  la presentación de  la gota citoplásmatica, además  de la zona  que abarca el 
acrosoma. Ver medidas de la cabeza en la tabla 2. 

En cuanto a las medidas  del  espermatozoide  de zacatuche tanto de la cabeza como del flagelo 
las observaciones arrojaron los siguientes  resultados: 

Zacatuche Conejo Doméstico 

Largo de la Cabeza. 17.68 2 0.48pm 7.0 % 0.2pm 
I I 

Ancho  de  la Cabeza. 16.0 2 O p n  13.9 f. 0.5pm 1 
I Rq$h Acrosomal. 12.92 2 0.28pm  12.68 f. 0.47pm I 
I Región Postacrosomal. 14.76 2 0.43pm  14.36  0.49pm I 

~ Largo cuello Pieza  Principal. 

Ancho cuello Pieza Principal. 

9.6 k 0.76pm  10.88 f.1 .33pm 

47.68 2.92~~1 44.12 f. 1.96pm Largo de  la Cola* 

1 .O % O pm 1 .O 2 opm 

*Considerando  la  pieza principal. 

Tabla 2. Medidas del espermatozoide de zacatuche y de Conejo doméstico. 
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El largo del espermatozoide  de zacatuche es de 51.8pm en comparación  con  el  del conejo 
domestico  que es de 54.68pm. 

MCROSCOPIA ELECTR~NICA 

Se obtuvieron  alrededor  de  cuarenta fotografias de  diferentes cortes del microscopio 
electrónico de  transmisión (MET) de las cuales se presentan en este trabajo ocho fotografias que 
se  consideran  son lo más  representativo  de lo observado, así mismo se incluyen  imágenes (foto 1 I )  
tomadas  de otro autor (Hafez 1975) de  espermatozoides  de conejo doméstico (Otvctolnw 
cunictrlus). 

Foto 3 .  Mismo corte. Campo y aumento  diferentes (2500X). 

Se observan cortes transversales con presencia de gota citoplásmica, la posición de  la gota 
citoplásmica es variable, de t a l  manera  que  pueden observarse en la zona  del cuello o bien  en  la 
terminación de la  pieza  media. Las gotas presentan  abundantes  membranas parecidas al  complejo 
de Golgi La base citoplásmica de las gotas usualmente contiene un material  de baja densidad 
electrónica. Tambiin se aprecian cortes parciales de la cabeza del espermatozoide  donde  se 
distingue  la fosa de  implantación y pieza  media y donde se pueden observar las mitocondrias. 

Foto 4. Micrografia de otro corte a un mayor  aumento (6000X). 

Aquí  la  que se observan cortes transversales y longitudinales  de  espermatozoides  donde  se 
distingue  la  pieza  media caracterizada por  una  vaina  de  mitocondrias  orientadas circulammte, 
dispuestas  extremo  con extremo formando  una  espiral cerrada; tambiin se distingue la pieza 
media  en la que se ve  tenuemente  la  vaina fibrosa, igualmente se ubica  la fosa de implantaaón, 
tambiin se distinguen  el  núcleo y el acrosoma con unas  membranas plasmáticas flojas. 

Foto 5. Micrografia (SOOOX) 

Se observan cortes transversales que  interesan a distintos  planos  de la pieza  media  donde se 
distingue  claramente el complejo tipico del flagelo de los espermatozoides " 9 + 2 ", el par central 
rodeado  de  nueve pares periféricos tanto en la pieza media como en la  pieza  principal e 
igualmente se observan cortes de la pieza  terminal. La transición de  la  pieza  principal a la  pieza 
terminal no se observa claramente, la diferencia es que en la pieza teminal  se disringuen los 
microtubulos sencillos, en  una organización bastante básica, ya que se pueden observar un grupo 
de  aproximadamente 20 a 25 microtubulos  arreglados en forma  desordenada y en otra parte ya se 
puede  ver el arreglo 9 + 2 en forma  primigenia  la  cual contrasta con el arreglo organizado  de las 
piezas  media y principal. 

Foto 6.  Cortes  longjtudinales (12000X) 

Donde se observan los nucleos , acrosomas y las membranas plasmáticas flojas. 

Foto S. (SOOOX). 

Corte longitudinal  donde se distingue claramente el núclw y membrana  de los 
espermatozoides. 

Foto 9,lO. 

Se muestran las distintas  partes del flagelo, desde  la  pieza  media y la  pieza terminal, donde 
el centriolo distal se continua con las nueve  dobletes externos de microtúbulos del  axonema  el  cual 
tiene además el caracteristico doblete  central de microtubulos. Las nueve fibras densas paralelas 
al axonenla se extienden m diferentes  longitudes  de la pieza principal. En la  pieza  terminal,  los 
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dobletes  del  axonema se toman  desorganizados  separándose finalmente en veinte  microtúbulos 
sencillos pero todavía  encerrados en la membrana plasmatica. 

Foto 11. (Hafez 1975). Espermatozoide de conejo proveniente del  epididímo (26000X), 
fijado con  glutaraldeludo,  montado en  epon y teñido con acetato de  uranilo y citrato de plomo. 

a) Cortes transversos y oblicuos de la cabeza y cortes transversos de las piezas media y 
principal (PM) (PP) en  el  lumen  lleno  de  material floculento. No hay un nucleo denso en  el 
aumento  marginal ( A M )  del  segmento  anterior  del acrosonla (A) el cual es  plano y elongado. El 
segmento ecuatorial (SE). Presencia de  una substancia  subacrosomal  entre el núcleo (N) y el 
acrosoma, particularmente visible el perforatorio (P) y las protuberancias (PR).  b) Aumento 
marginal en la cabeza del  epididimo.  Desde el exterior h k a  el interior: Membrana plásmatica 
(MP), membrana acrosomal. Bajo el acrosoma , la substancia subacrosomal (SS) comprime al 
perforatlurn (P), la  envoltura  nuclear (flecha) y al nucleo (N). Foto tomada de Scannin~ Electron 
Microscopic Atlas o f  Mammalian  Reproduction.  Editor E.S.E. HAFEZ. 
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v .  DISCUSI~N. 

Recapitulando la  información  recopilada  sobre el espermatozoide, se considera  importante 
para la discusión resaltar las siguientes consideraciones: 

1.- Aunque  la ultraestructura del espermatozoide ha  sido  descrita en  una gran  variedad  de 
especies  de mamíferos, las investigaciones han  demostrado  considerables variaciones entre las 
especies particularmente en cuanto a la  estructura de la cabeza del espennatozoide, tales 
diferencias  generalmente se debe a la fomla y volumen  del acrosoma (Fawcett y Plullips 1970). El 
grado  de la variación morfológica del  espermatozoide  entre  diferentes  grupos  de  mamiferos es tan 
grande  que  varios  investigadores han utilizado  la  morfologia del espermatozoide  como 
caracteristica  filogbetica.(Harding 1981, Feito  1982, Vitullo 1988,Breed 1985, 1995). 

2.-  Hafez  y colaboradores (1975) lucieron un intento  por  examinar la morfología del 
espermatozoide  desde  el  punto  de vista taxonómico y establecer o confirmar relaciones 
filogbeticas basados en las  caraderisticas anatómicas de este; Aunque  debido a que pocas 
especies  de todas las existentes han  sido  estudiadas  de este modo,  es  dificil establecer que  existan 
dichas relaciones filogheticas. No obstante, para una fácil presmtación  de las diferencias entre 
varias especies, crearon cuatro grupos  basándose en las  características morfológicas del 
espermatozoide: El p p o  1 comprende los espermatozoides del hombre, gorila y dumpan&, cuya 
cabeza tiene forma  de paleta es plana y su porción  posterior  es  mas gruesa que su porción  anterior 
y tiene una  depresión  en  el tercio anterior de la  cabeza. El grupo 2 comprende a los monos 
macaco, ardilla y capuchino  cuya cabeza del espermatozoide es de forma similar a la del grupo I 
pero  es  nias  delgada. El grupo 3 se compone del toro, borrego, caballo, cerdo, perro, gato y 
conejo. La cabeza es  ovalada o rectangular relativamente  uniforme en su grosor anterior y 
posterior. El grupo 4 integra a los roedores y tiene  el  tamaño más grande  de  espermatozoide en 
tres o cuatro veces  más em relación a los grupos 1, 2 y 3 ,  la cabeza tiene forma  de gancho y el 
núcleo tiene forma  de disco. 

3 . -  La cabeza, del  espermatozoide contiene al  nucleo, cuyo DNA  representa  el  material 
genético del  macho y el acrosoma el cual  contiene las enzimas hidroliticas necesarias para  la 
penetración  al ovocito durante la fertilización, la cola o flagelo incluye el cuello donde  se  unen  la 
fosa de  implantación y  la  cabeza , la pieza media, en la que se ubica la vaina mitocondrial, la 
pieza  principal  que contiene a  la vaina fibrosa y la  pieza  terminal. Se han  obtenido  una  gran 
cantidad  de  evidencias experimentales que establecal que los espermatozoides en  el epididimo 
sufren  una serie de cambios y particularmente estos  cambios  culminan en la cola del  epididimo 
con  la  adquisición  de  una serie de características funcionales y estructurales que le dan  al 
espermatozoide  la capacidad de fertilizar al ovocito despuis de capacitarse en  el tracto femenino( 
Gamer y Hafez 1980 ); tales caracteristicas funcionales se asocian con  la presencia de  la  gota 
citoplasnuca , la cual, se piensa, que identifica al  espermatozoide  inmaduro,  no apto para 
fertilizar. 

4.- Por su parte Zaneveld y cols. (1971), Pedersen (1970), MacLeod (1970) demostraron  que 
entre  el acrosoma y el núcleo hay material  subacrosomal el cual es variable en cantidad y rigidez 
de su estructura. A este material se le da el  nombre  de  “perforatorio” en vista del  papel  que 
desempeña  en  la mecinica de  penetración en  el ovocito, aunque tambim (Fawcen  1970) 
proporciona  evidencia  de que sirve para favorecer la unib del acrosoma y el nucleo. foto 11. 

En base  a esto, comparando los espennatozoides  del zacatuche con los del conejo doméstico 
se notan algunas diferencias, empezando  por el tamaño de  ambas cklulas, ya que si bien  el 
espermatozoide del conejo es más grande en total ; el  espermatozoide  del zacatuche presenta una 
cabeza de  mayor tamaño presentando un menor  grado  de  elongación. El espermatozoide  de 
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zacatuche es similar al  del conejo doméstico en cuanto  al largo se refiere. Sin embargo, en cuanto 
al  ancho  de  la cabeza supera a todos los lagomorfos  anteriormente descritos. 

Como se puede apreciar en la foto 3, en  el caso del zacatuche el ancho de la cabeza es  de 
6.0pm al comparación  con  el  del conejo que es de 3.9pm. siendo esta una diferencia significativa. 
En  cuanto  al largo de la cabeza la diferencia no es pronunciada ya que en tanto en el zacatuche es 
de 7.68 pm  en el conejo es de 7 . 0 p  y en  el largo de  la cola las dimensiones  son  de 44.12pm para 
el zacatuche y de 47.68pm para  el conejo. tabla 2. 

Igualmente se puede apreciar la  presencia  de una  región acrosomal  con sus regiones,  que  sin 
embargo a pesar de ser la  misma técnica aplicada en ambos casos, al los espermatozoides  de 
zacatuche  destacan  con  mayor  claridad  que en los del conejo $oméstico. fotos 1,2,3. 

5.- Por otro lado en las preparaciones de ambas  especies  es posible apreciar  la presencia  de 
la gota citoplasmatica que según varios  investigadores (Dacheaux 1980, Cupps 1987, Hinting 
1990,  Katz 1980,1991) indica un estadio  de  inmadurez  sin  embargo a pesar, de  que  no  se  puede 
establecer con certeza una relación de  concentración  de  espermatozoides,  si parece importante 
señalar  que esta gota citoplasmática la  presentan  -de  acuerdo a nuestras observaciones - en  el caso 
del conejo doméstico  el 44.76% de  espermatozoides  observados en nuestras muestras y en 
contraposición en las muestras  de zacatuche solamente el 4.47% de los espermatozoides  la 
presentan;  con las reservas  del caso ello nos hace pensar  que en el zacatuche existe un proceso de 
maduración  mas aderado que en  el conejo doméstico de forma t a l  que  la  mayoria de 
espermatozoides  de zacatuche al  abandonar  la cola del  epididimo  están lo suficientemente 
maduros como para realizar la fertilización del ovocito después  de un proceso de capacitacion 
como se seiiala para  todos los mamíferos (Bedford 1967,  Bracket  1970, Hunter 1988, \Vlute 
1990. Dunbar 1991)  y ello posiblemente estaria relacionado  con  la situación o con el  hecho  de  que 
el zacatuche es una especie silvestre que s e g ú n  observaciones de campo  presenta  períodos  anuales 
restringidos para su reproduccion (DePoorter 1981,  López-Foment  1981, Cervantes 1982, Hoth 
1989) lo cual obliga a la especie a ser mas eficiente para esta etapa  de  la  reproducción restring& 
por sus condiciones ambientales. fotos 2,3. 

6.- Tomando  la  descripción del espermatozoide  hecha  por Fawcett (1970) (figura 10) como 
modelo tipico del espermatozoide  de los manuferos, las caracteristicas que  hemos establecido en el 
espermatozoide  del zacatuche no  varia  ampliamente del  patrón  usual. 

7.- El espermatozoide  de zacatuche tanto en su estructura  general  como en su ultraestructura 
presenta en general las mismas caracteristicas del espermatozoide  de casi todos los mamíferos.  es 
decir, en relación a  la forma  de  la cabeza, esta tiene una forma simétrica correspondiendo asi a lo 
reportado para el  espermatozoide  de los lagomorfos (Phillips y Kalay  1984), presenta acrosoma 
(con sus segmentos anterior y ecuatorial) de  forma  simétrica  con sus membranas plasmática y 
acrosomal ,y el flagelo compuesto  por  la  pieza  de  conexión, las piezas media,  principal y terminal 
(fotos 1,4,6,8. 

S.- En cuanto a  las estructuras de  dichas &Mas encontramos  la presencia de las membranas 
acrosomales  interna y externa y de  la  membrana  nuclear  pero se da la existencia de una diferencia 
significativa, ya que en tanto los espermatozoides  de conejo presentan  una estructura reportada en 
la  literatura ( B a w i  1980) llamada “perforatorio” que se localiza en  el extremo anterior del 
nucleo; concretamente entre este y el acrosoma, en los espernlatozoides  de zacatuche no se puede 
determinar  dicha  estructura  como se observa en las fotos 7,s. 
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9.- Por nuestros  observaciones de la  ultraestructura del espermatozoide  de  la cola del 
epididimo  de zacatuche al compararlas con las referidas  para la misma especie por  otros 
investigadores (Hafez 1975), podemos establecer la existencia de una  similitud cercana ya  que  en 
ambos casos  se pueden observar las mismas estructuras ordenadas  de  igual forma, se puede 
observar en  el cuello la  presencia de la fosa de implantación, la  zona  de las colunlnas 
segmentadas,  el  capitulum, las fibras densas externas, el  axonema  con su tipico arreglo 9 + 2 de 
nucrotúbulos y la  vaina  mitocondrial,  esta  coincidiendo  con lo reportado en  la literatura acerca del 
alto grado de uniformidad en la  organización  forma y tamaño de las nutocondrias (Fawcett 1965, 
Plullips 1970,  1977).fotos 4,5,6,8,9,10 y 11. 

10.- Por lo tanto después  de lo antes  referido se concluye que  al  igual  que  en  otros  grupos,  la 
similitud  del  espermatozoide  del zacatuche sigue en  el sentido estricto la  misma  organización del 
conejo domestico y de  otros  marniferos, es decir, el  espermatozoide  obtenido  de  la cola del 
epididimo tiene todas las propiedades morfológcas del espermatozoide  maduro,  por lo que se 
puede utilizar la  tecnología  de  la reproduction animal asistida como auxiliar en  el  aumento  de la 
diversidad genhica de los animales en cautiverio  asegurando  la  permanencia  de  la especie. 

1 1 .- Las principales  razones  por  la  que solo se utilizo un espécimen  de Romerolaws diad 
fueron  en  primer lugar, que  debido a que se estudiaron  parámetros  de los cuales no  se  espera  una 
variación  importante en individuos  de  la  misma especie tal como se aprecia en la  literatura 
(Cununins y Wodall 1985) no se considero necesario ampliar el  número  de  ejemplares  utilizados, 
sobre todo  cuando  otra  de las razones fue que por ser una especie en peligro de extinción se 
prefirió no incidir  negativamente sobre la  población existente en su reducido habitat. 
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