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.- INTRODUCCION

Actualmente en Tabasco, se cuenta con 106 especies de reptiles registradas, incluidas en 73
géneros y 26 familias (Barragan-Vazquez et al. 2019). En el particular caso de las tortugas de agua
dulce, se ha reportado la distribucion de nueve especies; la tortuga blanca Dermatemys mawii, la
hicotea Trachemys venusta, el guao Staurotypus triporcatus, el chiquiguo Chelydra rossignoni, el
taiman Claudius angustatus, la mojina Rhinoclemmys areolata. Asi también, tres especies de la
subfamilia kinosterninae ¢omo,son los pochitoques tropicales K. scorpioides, K. leucostomum y K.
acutum (Hernandez-Guzman & Asias-Rodriguez, 2019). Desde tiempos prehispénicos y hasta la
actualidad, las tortugas en Tabasco han sido un elemento muy importante en el ambito cultural,
gastronomico y religioso (Beauregard-Solis et al. 2010). Sin embargo, la perdida de diversidad, un
problema ambiental severo, derivado dexlas actividades antropogénicas (Ceballos et al. 2017); esta
afectando a las poblaciones de tortugas encla entidad, aunado a la fragmentacion de habitats, la
contaminacion de los cuerpos de agua y la captura en temporadas de anidamiento han afectado a
las poblaciones silvestres (Beauregard-Solis et al<2010), tales acciones conduciran al citado grupo
taxonodmico a la extincion local, pues lasgffiueve especies nativas del estado estan catalogadas en la
Norma Oficial Mexicana NOM-059 de la~Secretaria.de*Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT, 2010). Asi mismo, la carenCia~de estudies.de biologia y ecologia bésica en las
tortugas dulceacuicolas nativas del estado, estan vulnerando_.las oportunidades para desarrollar
proyectos que permitan la conservacion de estas especies, mediante el empleo de herramientas de
reproduccion asistida. Por ello, para apoyar programas de” conservacion en las tortugas
dulceacuicolas de México, es necesario realizar estudios especificos-de’reproduccion, ya que en el
pasado solo se han abordado temas acerca de la distribucion geografica,evalaaciones taxonémicas
y estudios culturales (Hernandez-Guzman et al. 2014). Por lo anterior, la caracterizacion fisiologica
basada en la actividad espermatica, tipo de movimiento, tiempo de motilidad, ndmero de células
espermaticas y el discernimiento microestructural de los espermatozoide$\de _la tortuga
dulceacuicola K. leucostomum, ampliara el conocimiento reproductivo y celular como base para
apoyar la reproduccion asistida y la fertilizacién “In vitro” en la especie. Asi también,para el
establecimiento de las bases metodologicas para su empleo en bancos de germoplasma, quepuedan

garantizar la conservacion temporal y criopreservacion espermatica.
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I1.- ANTECEDENTES

2.1.-Tortugas Nativas de Tabasco

Localizado<€n la region sureste del territorio mexicano, Tabasco se encuentra en la franja
intertropical, por consiguiente, el suelo ostenta caracteristicas propias a dicho ambiente (Palma-
Lopez, 2019). El clima ‘calido humedo, debido a dicha influencia tropical, provoca abundantes
[luvias durante 10 meses (Aceves-Navarro & Rivera-Herndndez, 2019). Aunado a esto, el territorio
tabasquefio tiene la red hidrol6gica, mas compleja del pais; la presencia de los dos rios mas
caudalosos de México, Usumacinta'y Grijalva, originan las precipitaciones caracteristicas del
estado (LOpez-Castafieda & Zavala-Cruz, 2019). Tales factores, actian en forma de sinergias y
permiten que en el estado, se dé variedad de humedales. De esta manera, los ambientes acuéticos
y semiacuaticos, junto con la vegetacion asociada a ellos, albergan especies distintivas de fauna,
entre ellas las tortugas dulceacuicolas tropicales. De acuerdo a Ippi y Flores, (2001), Tabasco se
encuentra ubicado en el &rea de endemismo de tortugas neotropicales, perteneciente a la region del
Golfo de México. Asi pues, en el territorio tabasquefio,se distribuyen nueve especies de tortugas

dulceacuicolas, clasificadas en cinco familias(Tabla 1) (Barragan-Vazquez et al. 2019).

Tabla 1. Listado de nueve especies -detortugas
dulceacuicolas nativas del estado de Tabasco.

Nombre Familia
Kinosternon leucostomum Kinosternidae
Kinosternon acutum Kinosternidae
Kinosternon scorpioides Kinosternidae
Claudius angustatus Kinosternidae
Staurotypus triporcatus Kinosternidae
Chelydra rossignoni Chelydridae
Trachemys Scripta Emydidae
Rhinoclemmys areolata Geoemydidae
Dermatemys mawii Dermatemydidae
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2.1.1.- Generalidades de los Kinostérnidos Nativos de Tabasco

2.1.2.- El Pochitoque Tropical K. leucostomum

El pochiteque. tropical o tortuga tropical (Fig. 1), es de talla mediana dentro del género
Kinosternon (Tabla2).)El caparazon mide hasta 175 mm y 165 mm de longitud en machos y
hembras respectivamente«(Berry & Iverson, 2001%). El caparazon es unicarenado, a excepcion de
los individuos adultos, cuye.Caparazén es liso (Berry & Iverson, 2001%; Rueda-Almonacid et al.
2007) y el color de este varia; ya.sea marrén a negro (Berry & Iverson, 2001%). El plastron tiene
dos 16bulos en forma de “bisagras’s'es decir, cinéticos, tipicos del género, ubicados en la parte
anterior y posterior del mismo; la coloracion varia de amarillo a marrdn con cisuras en negro (Berry
& Iverson, 2001%). Este pochitoque es‘omnivoro, se alimenta de semillas y frutas; aunque, sus
tendencias se inclinan hacia alimentos de arigen animal (insectos y renacuajos) (Rueda-Almonacid
et al. 2007; Vogt & Guzman-Guzman, 1988)."En relacién con la reproduccion, Zenteno-Ruiz et al.
(2001), mencionan que en Tabasco,/esta espeeig inicia su ciclo reproductivo en septiembre y
termina en diciembre. Actualmente, se sabe que los’embriones exhiben diapausa (Ewert, 1991) y
el sexo, es determinado por la temperatura(Vogt &gFlores-Villela, 1992). Cabe sefialar que la
actividad de este pochitoque es influenciadapor la temperatura, ya que realiza un periodo de
estivacion (inactividad durante la época de secd); cava la tierra 0 la hojarasca y permanece alli;
aungue esto varia entre poblaciones (Morales-Verdeja & Vogt;«1997). Estudios citogenéticos
recientes en el estado tabasquefio, indican que este pochitoque tiene numero modal diploide 2n=56

cromosomas y modal haploide de 1n=28 cromosomas (Hernandez-Guzman et al. 2014, 2015).
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Tabla 2. Clasificacion Taxonémica‘de K. leucostomum.

Reino: Animalia
Filo: Cordata
Subfilo: Vertebrata
Clase: Reptilia
Orden: Testudines
Suborden: Cryptodira
Super familia: Kinosternoidea
Familia: Kinosternidae
Género: Kinosternon
Nombre cientifico: K. leucostomum Duméril y Bibron, 1851

Nombre vernacular: Pochitoque tropical, White-lipped Mud Turtle

(Turtle Taxenomy Working Group, 2021)
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Fig. 1. Especimenes adultos macho (A) y hembra (B) del pochitoque tropical K. Ieucostoml}é})
Imagenes originales por el autor: JEJJ. O

L
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2.1.3.- El.Pochitoque Jaguactero K. acutum

El pochitoque jaguactero, como es conocido en Tabasco, es el mas pequefio de los
pochitoques de/la_region, tiene caparazon que llega a medir de 105 a 120 mm de longitud, en los
machos y hembras\respectivamente (lverson & Vogt, 2011). El caparazon es unicarenado, aunque
suele haber adultos compresencia de un par de quillas laterales, la coloracion varia de marron claro
a oscuro (lverson & VoQt,2011). El plastron presenta los tipicos 16bulos en forma de “bisagras”;
en color es amarillento a eafé-claro (Iverson & Vogt, 2011). La alimentacion de la especie citada,
consiste principalmente de insectos y caracoles (lverson & Vogt, 2011). Respecto al dimorfismo
sexual, los machos presentan la cola mas larga y gruesa, a pesar de ello, las hembras son mas
grandes (lverson & Vogt, 2011){ Ep el estado de Veracruz, este pochitoque inicia el ciclo
reproductivo en septiembre y termina‘ensmarzo; desovan dos a cuatro veces por afo; con dos a tres
huevos por puesta (Iverson & Vogt, 2011)..es embriones exhiben diapausa (Ewert, 1991); y hasta
la fecha, se sabe que el sexo es determinade-por la temperatura (Legler & Vogt, 2013). Similar a
otras especies de tortugas, este kinostérnido estiva entre la hojarasca desde abril hasta agosto
(Iverson & Vogt, 2011).

2.1.4.- El Pochitoque escorpion K. scorpioides

El pochitoque escorpidn, es una tortuga dulceacuicola-destalla mediana dentro del género
(Berry & lverson, 2001°, 2011). Los especimenes tienen el capafazon oval y presenta tres quillas
longitudinales (Berry & Iverson, 2011; Rueda-Almonacid et al. 2007)»En algunas poblaciones, el
caparazon de los machos mide 200 mm aproximadamente; mientras (ques"en las hembras, hay
registros de hasta 180 mm de longitud (Berry & Iverson, 2001); la colotacion del caparazon es
variable, ya sea olivo, marrén o negro (Berry & Iverson, 2001°, 2011). El plastron;presenta I6bulos
en forma de “bisagra”, siendo el 16bulo anterior mas movil que el posterior; la€oloracion puede
ser amarillenta a marron (Berry & Iverson, 2011). Es carnivoro, se alimenta de insectos, caracoles,
renacuajos y carne de mamiferos; seguramente por carrofia (Berry & Iverson, 2031;-Rueda-
Almonacid et al. 2007). En relacion al dimorfismo sexual, los machos adultos tienen cola mas larga
y prensil; adornadas con protuberancias en forma de espinas (Berry & lIverson, 2011). Durante/la
temporada reproductiva, los machos muerden las patas traseras de las hembras o la cola a modo de

cortejo (Berry & Iverson, 2011).
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Por otro lado Iverson, (2010) indica que la subespecie K. scorpioides cruentatum, inicia el
ciclo repreductivo en agosto y termina en junio; realizan dos a cuatro puestas por afio; con dos a
tres huevos,.De acuerdo a Ewert, (1991, 2004) e Iverson, (2010) los embriones exhiben diapausa.
Conforme a Teska, (1976), este pochitoque, excava la tierra y la hojarasca para permanecer en un
estado “semidurmiente”; puede permanecer enterrado hasta 95 hrs o bien, busca cuerpos de agua
cercanos y permanece(sumergido hasta 25 hrs. Killebrew, (1975) establece que, las subespecies;
K. scorpioides cruentatum.y K. scorpioides scorpioides tienen numero modal diploide de 2n=54

cromosomas.

2.1.5.- El Taiman o Joloca C. angustatus

La tortuga tropical dulceacuicela‘conocida como taiméan o joloca, es la mas pequefia de la
subfamilia Staurotipinae (Legler & Vogt, 2013). El caparazon mide en promedio 150 mm y 165
mm de longitud en hembras y machos respetivamente. El caparazon es tricarenado (lverson &
Berry, 1980); aunque estas quillas desaparecen.cuando son adultos (Zenteno-Ruiz et al. 2001). El
color varia en un gradiente marrén de claro-oscure (Iverson & Berry, 1980). La caracteristica mas
evidente de dicha especie, se observa en-el-puente”y.€el plastron, pues son muy reducidos si se
compara con otros kinostérnidos (Legler & Vogt, 2013)..El plastron exhibe color amarillento; y
carece de las bisagras que poseen los pochitoques (lverson & Berry, 1980). La cabeza del taiman
es grande, si se compara con el resto del cuerpo(Legler &Vogt, 2013); presenta tonalidades
amarillentas en las regiones laterales del cuello y puede estar moteada con puntos negros (Zenteno-
Ruiz et al. 2001).

El taiman es carnivoro, sus mandibulas prominentemente curvas, en forma.de gancho les permite
alimentarse de pequefios crustdceos o coledpteros (Zenteno-Ruiz et alf 2001). En relacién al
dimorfismo sexual, los machos poseen un parche de escamas tuberculadas en lasparte inferior de
los muslos traseros (Zenteno-Ruiz et al. 2001). Los machos, tienen la cola masilarga, gruesa y
prensil, adornada de dos hileras de protuberancias en forma de espinas en la regiondorsal (Iverson
& Berry, 1980). Llega a la madurez sexual a los 89-98 mm de longitud de caparazon;,hembras y
machos respectivamente. La temporada de anidacion ocurre a partir de noviembre a febrero
(Flores-Villela & Zug, 1995), mientras la incubacion se estima entre 95 a 265 dias bajo condiciones
controladas (Vogt & Flores-Villela, 1992). De acuerdo con los autores Flores-Villela & Zug,

(1995); Vogt & Flores-Villela, (1986), los embriones exhiben diapausa; mientras que el sexo es
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determinado genéticamente (Vogt & Flores-Villela, 1986, 1992). Zenteno-Ruiz et al. (2001)
sefialan\que, en Tabasco, estivan desde marzo y emergen hasta que las lluvias inunden los pantanos.
Por otro lade, citogenéticamente, el taimén, tiene nimero modal diploide 2n=54 cromosomas.
(Killebrew, 1975).

2.1.6.- El Guao Tres komos S. triporcatus

La tortuga dulceacuicola Ilamada localmente guao tres lomos, pertenece a la subfamilia

Staurotipinae y es el kinostérpidomas grande; la talla y peso maximo son de al menos 400 mm de
longitud y 10 kg de peso (Legler & Vogt, 2013). De forma oval, el caparazon esta evidentemente
tricarenado y presenta coloracion‘que va de gris a marron oscuro (Legler & Vogt, 2013). El
plastron, al igual que el taiman, es crueiforme (Legler & Vogt, 2013); el I6bulo plastral anterior
presenta una “bisagra” débilmente cinética,)y la coloracion es amarillenta (Iverson, 1983). La
cabeza que es de color negro, esta moteadatcon* machas blancas (Zenteno-Ruiz et al. 2001). Esta
altamente especializado en el consumg de.molusegs;no obstante, esto puede cambiar si estos estan
ausentes, ya que puede alimentarse de/Semillas yfrutas (Vogt & Guzman-Guzman, 1988). En
relacién al dimorfismo sexual, los machos;presentan la'cola mas larga con respecto a las hembras
(Iverson, 1983). Sin embargo, las hembras tienden a ser'méas.grandes (Legler & Vogt, 2013).
Los machos exhiben parches bien definidos de fescamas tuberculadas en la parte inferior de los
muslos, estas le permiten abrazar a las hembras durante la copula(kegler & Vogt, 2013). Alcanzan
la madurez sexual cuando los machos alcanzan 220 mm y las hembras 180 mm de longitud (Legler
& Vogt, 2013). En Tabasco, el periodo de anidacion inicia en agosto'y-termina en marzo (Zenteno-
Ruiz et al. 2001). Cabe sefialar que, los embriones de esta especie presentan diapausa (Ewert,
1991); mientras que el sexo, es determinado genéticamente, es decir, la temperatura no influye en
ellos (Vogt & Flores-Villela, 1986, 1992; Zenteno-Ruiz et al. 2001). Durante“la temporada de
sequia en México, esta especie entra en periodo de estivacion (Legler & Vogt; 2013). Estudios
citogenéticos, indican que el nimero modal diploide de S. triporcatus es de 2n=54_gromosomas
(Hernandez-Guzmén et al. 2014; Killebrew, 1975).
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2.2.- Reproduccion Sexual en Vertebrados

UnasCaracteristica fisioldgica afin, a todos los organismos vivos, es la capacidad de
reproducirse; eStesproceso asegura la continuidad de las especies mediante la formacion de nuevos
individuos (Blim,.1986; Curtis et al. 2016). En los vertebrados, el patron de reproduccion comun
es el sexual. Uno de los aspectos importantes de la reproduccion sexual, es la recombinacion y
reduccion del material ‘genético, es decir, el genoma parental que se encuentra en cada individuo,
se recombina para produeir, células sexuales especializadas, mismas contienen la mitad del
complemento cromosdémico con kespecto las células somaticas (Lombardi, 1998). Por lo tanto, la
reproduccion sexual implica la union del gameto masculino y femenino (Blim, 1986).

En vertebrados, se describen dos.tipos de apareamiento durante la reproduccion sexual, la
poligamia y la monogamia. La primeragSe.caracteriza por el apareamiento de un individuo con mas
de una pareja sexual durante la misma temporada reproductiva. Dentro de este contexto, se refiere
a poliginia, cuando un macho se aparea con\mas de una hembra y poliandria cuando una hembra
se aparea con mas de un macho (Blim,.1986).

En contraste, la monogamia se caracteriza por unfvinculo entre pareja. Esto sucede cuando un
individuo se aparea con una pareja sextaltoda la«ida._Una variacion de la monogamia, la
encontramos cuando un individuo tiene una pareja sexual diferente, por temporada reproductiva
(Blim, 1986).

El resultado de apareamiento es la fecundacién, proceso por<€h cual espermatozoide y évulo
fusionan sus nudcleos. En los animales, la fecundacion se puededlevar a cabo externamente o
internamente (Audesirk et al. 2013). La fecundacién externa, comprende la fusién tanto del
espermatozoide y el 6vulo fuera del cuerpo parental. En este tipo de fecundacion, la liberacion de
ambos gametos debe ser estrictamente sincronica (Audesirk et al. 2013)"Por el contrario, la
fecundacién interna, involucra la colocacion de los espermatozoides dentro del-@parato urogenital
de la hembra, mediante la introduccion de un oOrgano capaz de transportan/y liberar los
espermatozoides dentro de la hembra o, mediante la oposicion de cloacas (Audesirkset.al. 2013;
Blim, 1986).

En dicho sentido, en vertebrados se distinguen tres adaptaciones reproductivas, oviparidad,
ovoviviparidad y viviparidad. La primera se caracteriza por el desove y desarrollo embrionario.del
huevo fuera del cuerpo materno (Angelini & Ghiara, 1984). La oviparidad se puede clasificar

dependiendo de la forma en que se lleve a cabo la fecundacién, en ovuliparidad, que ocurre cuando
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la fecundacion es externa, esto implica que los huevos sin fertilizar, sean expulsados del cuerpo
materno.y~depositados en un medio acuoso, donde los machos liberan espermatozoides para la
fecundacion.posterior de los huevos, tal como ocurre cominmente en peces y anfibios (Angelini
& Ghiara, 1984; Blum, 1986) o bien, a oviparidad cuando la fecundacion es estrictamente interna
y posteriormente, les huevos seran expulsados al ambiente externo, donde el huevo se desarrollara.
Para asegurar el desarrallo del embrién, se incluye la formacion del cascaron, el cual protegera
fisicamente la integridad del huevo, como ocurre en reptiles y aves (Blim, 1986).

Por otro lado, se tiene a la’oveviviparidad, que ocurre cuando la fecundacion es interna, pero, los
embriones dentro del huevo Seidesarrollan y eclosionan dentro del sistema urogenital de la hembra.
El desarrollo del embrion se realiza sin conexién placentaria; por lo tanto, se excluye los casos en
que los embriones reciben nutrientés de la madre, dicha adaptacion, ocurre en algunas especies de
tiburones (Angelini & Ghiara, 1984; Bliim, 1986).

En el caso de la viviparidad, esta se refiere al'desarrollo completo o casi completo de los embriones
dentro del cuerpo materno e involucra el cuidade del embridn hasta su nacimiento. La transferencia
de gases respiratorios y nutricién del embrion sen-asociados a la placenta. La viviparidad implica

la fertilizacién interna, tal como ocurre en tos mamiféeros (Angelini & Ghiara, 1984; Blim, 1986).
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2.3.- La.Gametogénesis y Microestructura Espermatica en Vertebrados

La gametogenesis, se refiere a la formacion de los gametos haploides. Este proceso toma
lugar en las gomadas, estructuras comunmente pareadas, las cuales tienen dos funciones: la
formacion de gametos y la produccién de hormonas que regulan la reproduccion. En machos, las
gonadas son los testiculos y en hembras son los ovarios (Bliim, 1986; Lombardi, 1998).

El evento celular de“gametogénesis, se divide principalmente en la fase gonial y la fase
gametogénica (Lombardi,~~1998). La fase gonial, empieza cuando las células germinales
primordiales (CGP), migran hacia la cresta de la gonada embrionaria, alli proliferan mediante
divisiones mitoticas continuas y en econsecuencia, dan lugar a células llamadas gonias o gonocitos;
en machos nos referimos a espermatogonias y en hembras a ovogonias (Blim, 1986; Gilbert, 2005;
Lombardi, 1998). Por otro lado, en{a fase gametogénica, espermatogonias y ovogonias, son
sometidas a divisiones mitéticas y meioticas. )Por lo anterior, se refiere a ovogénesis al proceso de
formacion y maduracion de dvulos y espermatogénesis al proceso de formacion y maduracion de
espermatozoides (Lombardi, 1998).

La espermatogénesis, es un evento celular conservado entre vertebrados, pues los eventos de
diferenciacion de espermatogonias a espermatozoidesgon.similares (Pudney, 1995). Sin embargo,
existen dos tipos de espermatogénesis; cistica’y acistica(Blim, 1986; Lombardi, 1998; Pudney,
1995). La espermatogénesis cistica, ocurre en vertebrados ahamniotas (Fig. 2). El espermatocisto
se forma cuando las espermatogonias primarias o tipo Ao son redeadas por células de Sertoli, que
funcionan como pared del cisto (Pudney, 1995). Al finalizar-la espermatogénesis, los
espermatozoides son liberados a lumen del tabulo seminifero @ partir de la ruptura del
espermatocisto o bien, el espermatocisto persiste como espermat6fore” 0. espermatozeugmata
(Lombardi, 1998; Pudney, 1995). En contraste, en la espermatogénesis acistica (kig. 3) que ocurre
en vertebrados amniotas, las células de Sertoli estan en contacto cercano con las espermatogonias
primarias (Pudney, 1995), dichas espermatogonias, estan situadas encima de la*lamina basal del
tubulo seminifero (Lombardi, 1998). Durante el proceso de espermatogenesis, estas €élulas se
mueven de manera distal con respecto a la lamina basal del tabulo, a través de los espacios
intercelulares formados por las células de Sertoli. Al finalizar la espermatogénesis,® los
espermatozoides son liberados en el lumen del tabulo seminifero (Blim, 1986; Lombardi, 1998;
Pudney, 1995).
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Espermatogonias
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Fig. 2. Esquema mostrando la espermatogénesis cistica. Inicialmente, las espermatogonias primarias o
tipo Ao, son rodeadas por las células de Sertoli, formando el cisto. Estas#Celulas proliferan y se
diferencian en espermatogonias de tipo Ai-As4, espermatogonias intermedias y espermatogonias tipo B
mediante mitosis (cisto azul). Las espermatogonias tipo B se someten a meiosis | y }, produciendo
espermatocitos primarios y secundarios encada division mei6tica respectivamente (eiSto naranja). Este
linaje de células experimentard cambios morfohistoldgicos, se diferenciaran en espermatidas y por
altimo en espermatozoides, que seran liberados al lumen del tdbulo seminifero por Ia ruptura de la
pared del cisto (cisto rosa). Esquema original por el autor: JEJJ.
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Espermatocito
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Cuerpo Residual Espermatozoide

Fig. 3. Esquema mostrando la espermatogénesis acistica. En este tipo de espermatogénesis, las células
de Sertoli, estan en contacto cercano con las espermatogonias de tipo Ao. Dichasespermatogonias, estan
localizadas de la ldmina basal del tabulo seminifero, mientras que, los espermatocitos primarios y
espermatocitos secundarios, estan localizados en los niveles mas altos del tubulo seminifero. Por otro
lado, las espermatidas, se encuentran cercanas al lumen, donde desecharan restos.de citoplasma,
conocidos como cuerpo residual. Por altimo, los espermatozoides son liberados en el lumen‘del tdbulo
seminifero. Esquema original por el autor: JEJJ.
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En: los vertebrados, el proceso espermatogénico implica tres fases a nivel celular:
espermatoeitogénesis, meiosis y espermiogénesis (Fig. 4) (Gribbins, 2011; Lombardi, 1998).
Durante la"Espermatocitogenesis o fase proliferativa, las espermatogonias se dividen
mitoticamente y cuyo resultado es la formacion de espermatocitos primarios. Durante esta fase, las
espermatogonias.denominadas tipo Ao, son sometidas a maltiples divisiones mitoticas continuas
para autorrenovarse 0 bien, para producir multiples poblaciones de espermatogonias, ya sea de tipo
A1, Az, Azy As. (Gilbert,.2005; Lombardi, 1998).

Las espermatogonias tipoA4 tienen tres opciones: pueden autorrenovarse; experimentar apoptosis
0 bien; formar las primeras/Células comprometidas en convertirse en espermatozoides, las
espermatogonias intermedias, que serdividirdn de forma mit6tica para formar la espermatogonia
tipo B. Este ultimo linaje de células, dara lugar a partir de la mitosis a los espermatocitos primarios
o de primer orden. Dichas células, pueden autorrenovarse o bien, pueden entrar a la meiosis, que
es la siguiente fase de la espermatogenesis{Gilbert, 2005; Lombardi, 1998).

La meiosis, es la secuencia de divisiones celulares (meiosis | y meiosis 1), que involucra a los
espermatocitos primarios y cuyo resultado es.la=recombinacién, reduccién y segregacion del
material genético (Gribbins, 2011). La~profase 1,+€sta dividida estadios caracterizados por el
movimiento y grado de condensacién de los-eremosomas:‘leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno
y diacinesis. Después de la meiosis I, los espefmatocitos primarios se diferencian en espermatocitos
secundarios, los cuales son sometidos a meiosis {1, de dichasdivision, surgen las células haploides
denominadas espermatidas. (Lombardi, 1998).

En la espermiogénesis, que es la Gltima fase de la espermatogénesis; se realiza la maduracion de
las espermaétidas en espermatozoides. Durante esta fase, las espermatidas son sometidas a
transformaciones citolégicas (Gribbins, 2011; Lombardi, 1998). Esta faSe implica, por lo tanto; el
desarrollo del acrosoma; la elongacion del nucleo; condensacion del ADN vy el desarrollo del
flagelo (Lombardi, 1998; Shin-Ichi, 1987). Al terminar los cambios morfehistoldgicos, las
espermatidas son separadas y liberadas de las células de Sertoli hacia el lumemde los tabulos
seminiferos, tal proceso es conocido como espermiacion, el cual es acompafiado deila.eliminacion
excesiva de citoplasma, conocido como cuerpo residual. Las espermaétidas liberadas ‘ea’el lumen

de los tubulos seminiferos, son referidas como espermatozoides (Lombardi, 1998).

14| Pagina



Espermatocitogénesis

Meiosis

Espermiogénesis

® Ao o A1l
Ao i
a8 A

omomonamyuon o/msnamom0=0
l Meiosis I -
0000-00-000000000000000000

l Meiosis IT

000000000000000000062000

l Espermiacion

nnnnnnnnﬁnnqpnnnnnnnnnan'

Espermatogonias

Espermatogonias
Intermedias

Espermatogonias
Tipo B

Espermatocitos
Primarios

Espermatocitos
Secundarios

Espermatidas

Cuerpos residuales

| \\i\\i‘v\\\\kL,\\RL,\‘LKL\LA\RLL\&\\LK,\\\H\\L] Espermatozoides

Figura 4. Representacion esquematica del proceso espermatogénico en los vettebrados. En la
espermacitogénesis, las espermatogonias tipo Ao, proliferan mediante mitosis hasta diferenciarse en
espermatocitos primarios. Después, durante la meiosis, estos son sometidos a dos divisiones meioticas,
produciendo espermatidas, las cuales son sometidas a cambios morfohistolégicos “durante la
espermiogénesis. Por Gltimo, durante la espermiacion, se elimina el exceso citoplasmético y los
espermatozoides son liberados al lumen del tabulo seminifero. Esquema original por el autor:JEJJ.
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Los espermatozoides, poseen microestructuras tipicas altamente conservadas en la mayoria
de los vertebrados. Sin embargo, hay dos tipos de espermatozoides segn la composicion de la
cabeza; de tipo_acrosomal y de tipo no acrosomal (Fig. 5) (Lombardi, 1998).

Los espermatezoides comprenden dos componentes estructurales: La cabeza, que es la
microestructura conformada por un nucleo, que contiene la informacion genética hereditaria en
forma de cromatina altamente condensada. También cuenta con una regién acrosomal 0 acrosoma,
el cual se forma a partirde-granulos membranosos producidos por el Aparato de Golgi (Lombardi,
1998; Temple-Smith et al"’2018).

Por ultimo, el flagelo, que se*origina a partir del cuerpo basal formado por uno de los dos centriolos
que contiene la espermatida durante fa espermiogénesis (Lombardi, 1998). El flagelo consiste en
la mayoria de los vertebrados en axonema, que es una estructura formada por un arreglo de nueve
microtabulos periféricos y dos centrales,tal arreglo es conocido como complejo 9 + 2. El axonema,
se extiende desde el cuello hasta la regionterminal (Temple-Smith et al. 2018). El flagelo, puede
ser dividido en cuatro regiones: el cuello que-esila region que vincula a la cabeza con el resto de la
cola; la pieza media, la cual tiene la €apacidad de-producir energia en forma de ATP necesaria para
la motilidad espermatica a partir de las’mitacondrias/que alli se encuentran; la pieza principal, que
se caracteriza por ser la regién mas larga-del-flagelo yspor ultimo, la region terminal (Lombardi,
1998).
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Fig. 5. Esquema mostrando las microestructuras tipicas afines entre espermatozoides. Se representa
el espermatozoide de tortugo de tipo acrosomal (A) y de pez, que es de tipo no acrosomal’(B).
Esquema original por el autor: JEJJ.
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2.4.- Calidad Espermatica

En la mayoria de las especies, las hembras aseguran el éxito reproductivo mediante la
copula con diferentes machos, las células espermaéticas en consecuencia, enfrentan lo que se conoce
como competencia espermatica (Simmons & Fitzpatrick, 2012); que se define como la competicion
entre eyaculados de diferentes machos para la fertilizacion de un conjunto de évulos (Pizzari &
Parker, 2009). Para asegurar la paternidad, los machos incrementan el nimero de espermatozoides
competentes con respectoga, Sus rivales. No obstante, el nimero de espermatozoides en cada
eyaculacion no es suficiente(para” asegurar el éxito reproductivo (Snook, 2005). Por lo tanto,
durante la evolucion espermatica, se‘han desarrollado caracteristicas puntuales que permiten a los
espermatozoides competir, sobresalir.o capitalizarse sobre espermatozoides rivales (Fitzpatrick &
Lupold, 2014). El conjunto de estas ‘caracteristicas, conforman lo que se conoce como calidad
espermatica; esta se refiere a la eficienCia) de los espermatozoides para fertilizar al gameto
femenino. Dicha calidad espermatica,, estd\SUjeta a caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas
propias de los espermatozoides; tales/,Como el tamano, longevidad, viabilidad y la movilidad, esta
ultima incluye velocidad de nado, grado/de movimiento al nadar y el porcentaje de células motiles
(Snook, 2005). En dicho contexto, los machos que produzcan la mayor cantidad y mejor calidad
de espermatozoides competentes, tendra ventaja sobre<aquellos en que la cantidad y calidad
espermatica sea baja (Fitzpatrick & Lipold, 2014; Holt & L«0ok;, 2004).

2.5.- Parametros para Evaluar la Calidad Espermatica

En la evaluacion de la calidad espermatica, cualquier parametro relacionado con la
capacidad de fertilizacion del esperma podria ser potencialmente usado come”una medida de la
calidad espermatica (Rurangwa et al. 2004). The World Health Organization” (2010), tiene
parametros estandarizados para la evaluacion de la calidad espermatica, relacionades con la
fertilidad, tales parametros son: motilidad espermatica, vitalidad espermaética, concentracion
espermatica y morfologia espermética. En acuicultura, se han aplicado métodos para evaluar la
calidad espermatica en peces mediante tales parametros, incluyendo los porcentajes de fertilizacion
(Arias-Rodriguez, 2001; Lépez-Hernandez et al. 2018; Osorio-Pérez, 2017).
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2.5.1.- Metilidad Espermatica

La motilidad espermatica, es el parametro relacionado directamente con la fertilidad. Este
parametro mide_la movilidad, velocidad y el porcentaje de células motiles (Snook, 2005). En
acuicultura, la motilidad se ha evaluado mediante el tiempo de actividad espermatica, el grado de
movimiento y porcentaje de células motiles (Lopez-Hernandez et al. 2018). El tiempo de motilidad
espermatica, se expresa entérminos de tiempo, particularmente en segundos y se puede medir con
el uso de crondmetros digitales (Osorio-Pérez, 2017). Este parametro en el caso de los peces se
evalla desde la activacion de lossespermatozoides con agua hasta el cese total de movimiento
flagelar (L6pez-Hernandez et al. 2018). El grado o tipo de movimiento progresivo evalua el vigor
con el cual la célula espermatica toma su trayectoria motil (Lopez-Hernandez et al. 2018). Para
estimar el grado de movimiento, se‘utilizan escalas establecidas que pueden ser simples y se
distinguen tres grados: motilidad progresiva, motilidad no progresiva e inmovilidad (World Health
Organization, 2010); o se pueden utilizar aguellas mas detalladas donde el grado 4 representa el
maximo movimiento progresivo de los_espermatozoides y el grado O representa la inmovilidad
(Menkveld & Kruger, 1996). Por ultimoselyporcentaje de células motiles se obtiene determinando
de manera subjetiva el nimero de células-activas bajos€l*'microscopio, utilizando la escala que va
de 0% a 100% con intervalos de 10% donde 90% y 100%:; representan el porcentaje de células
motiles Optimas para asegurar la fecundacion del ovulo (Arias-Rodriguez, 2001; Osorio-Pérez,
2017).

2.5.2.- Viabilidad Espermética

La viabilidad espermatica, es el parametro que se estima evaluando la“integridad de la
membrana espermatica (World Health Organization, 2010). La tincion con eosina=nigrosina, es una
técnica comun para la evaluacion de la integridad de la membrana en células espermaticas. La
nigrosina incrementa el contraste entre el fondo y las cabezas espermaticas, haciendo mas-facil la
visualizacion. Por otra parte, la eosina tifie las células muertas de rojo oscuro, mientras que las
células vivas aparecen blancas (Agarwal et al. 2016; Moskovtsev & Librach, 2013). Para/la
estimacion, se evaluan 200 células espermaticas en cada replica y se calcula el porcentaje de células
vivas (Moskovtsev & Librach, 2013).
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2.5.3.- Concentracion Espermatica

Este pardmetro, estima el nimero de espermatozoides por unidad de volumen de semen
diluido; dicho/pardmetro esta relacionado tanto con el tiempo de fecundacion y porcentaje de
fecundacion (World Health Organization, 2010). En acuicultura, el conteo de células espermaticas
se ha realizado con el hematocitometro o camara Neubauer (Arias-Rodriguez, 2001). De igual
manera, en tortugas, €stespardmetro de calidad espermética se estima mediante el uso del
hematocitometro (Kawazu et'al. 2014°; Tanasanti et al. 2009; Zimmerman & Mitchell, 2017). Se
recomiendan, aquellas camaras con capacidad de 100 ul de volumen (World Health Organization,
2010). Otros métodos de conteo espeérmatico, es mediante el uso de citdmetros automaticos pues
son de facil operaciéon y con altos estandares de precision (Osorio-Pérez, 2017), asi también

mediante espectrofotometria (LOpez-Hernandez et al. 2018).

2.5.4.- Morfologia Espermatica

La descripcion morfol6gica de Jas microestructuras espermaticas, es un parametro muy
importante para la evaluacion de la calidad espermatiCa, pues permite identificar anormalidades
morfoldgicas tales como espermatozoides congdoble flagelogespermatozoides sin flagelo y por su
puesto anormalidades en la cabeza (LOpez-Hernandez et al..2018). Se han empleado diferentes
técnicas de tincidn, para la evaluacion morfoldgica. Estas consiSten en realizar frotis de semen
tefiidos ya sea con Hematoxilina-eosina, Giemsa, naranja “G” entre.otros (Lopez-Hernandez et al.
2018). Protocolos empleados en Microscopia Electronica de Barrido (M.E.B), han mostrado
resultados de mayor resolucion para visualizacion detallada de microeStructuras espermaticas en
pejelagarto (Atractosteus tropicus) (Osorio-Pérez, 2017) y el bagre tropical Rhamdia laticauda
(L6pez-Hernandez, 2017).

2.5.5.- Sistemas Computacionales

Los sistemas computacionales representan herramientas de alta precision para la evaluacion
de la calidad espermética. Programas como C.A.S.A (Computer-Assisted Sperm Analisis), pueden
evaluar parametros como: motilidad, morfometria y la integridad de la membran de manera

automatica (Alquézar-Baeta et al. 2019). Los principales componentes de C.A.S.A son: una camara
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de video,suna tarjeta capturadora de fotogramas de video y una computadora. El programa se
encarga.de-identificar, seguir todos los espermatozoides y realizar los célculos a partir de la imagen
enviada por_el microscopio 6ptico (Mortimer, 2000).

Herramientas computacionales como A.S.M.A (Automated Sperm Morphology Analysis), se ha
utilizado para analizar la morfologia espermatica en peces de manera automatica (Fauvel et al.
2010). De esta forma, fas herramientas computacionales disminuyen el error humano en cuanto a

la estimacion de la calidad-espermatica mediante el uso de protocolos tradicionales.

2.5.6.- Evaluacion de la Calidad Espermatica y Microestructuras en Tortugas

Son escasas las investigacionesrealizadas de la evaluacion de la calidad espermatica en las
tortugas. Aquellas investigaciones realizadas se encuentran enfocadas hacia especies marinas como
la tortuga carey (Eretmochelys imbricata)/(Kawazu et al. 2014°, Tanasanti et al. 2009) y golfina
(Lepidochelys olivacea) (Sahatrakul et al. 2008, Tanasanti et al. 2009) y en la tortuga leopardo
(Stigmochelys pardalis) que es de/habitos terrestres (Zimmerman & Mitchell, 2017). Los
pardmetros de calidad estimados comunes)a estas dAvestigaciones son: motilidad, concentracién
espermatica, viabilidad espermatica, morfologia y volumen del eyaculado.

Por otra parte, la Microscopia Electronica”de™Transmision (M.E.T), se ha empleado para la
visualizacion de microestructuras espermaticas. Con'M.E. T «se.han observado y descrito las células
espermaticas durante la espermiogénesis en la espécie tropical”Ke'scorpioides (Viana et al. 2015),
de la tortuga china de concha blanda Pelodiscus sinensis (Biap” et al. 2013), Asi como la
caracterizacion microestructural de los espermatozoides, en las tortugas Mauremys caspica (Al-
Dokhi et al. (2007), Chrysemis picta (Hess et al. 1991) y Pseudemys scripta elegans (Trachemys
scripta elegans) (Kaplan et al. 1966). De la misma manera, la Microscopia Electronica de Barrido
(M.E.B) y la Microscopia Optica (M.OP), se han utilizado para la visualizacion de'espermatozoides
en la tortuga de concha blanda (P. sinensis) (Bian et al. 2013) y en la tortuga fegra.de pantano
(Siebenrockiella crassicollis) (Kimsakulvech & Suttiyotin, 2020). En un contexto local, M.E.B, se
ha utilizado recientemente para la visualizacion y descripcién morfoldgica de los espermatozoides
en el pejelagarto tropical A. tropicus (Osorio-Pérez, 2017). Asi como el empleo de M.E.T y*M:E.B
para la visualizacion y descripcion morfologica de los espermatozoides el bagre tropical R.

laticauda (L6pez-Hernandez, 2017).
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I11.- JUSTIFICACION

En Tabasco, las tortugas son una fuente importante para la obtencion de alimento y recursos
econdémicos (Barragan-Vazquez et al. 2019). Debido a ello, las nueve tortugas nativas de Tabasco,
forman parte de la-lista de los animales que mas se comercializan de forma ilegal en nuestro estado
(Pozo-Montuy et al.2019). Bajo tal contexto, las actividades antropogénicas estan provocando la
pérdida de especies, cuyas funciones ecologicas, influyen en la conservacién de los ecosistemas.
A pesar de dicha situacidn,@xiste poco interés en realizar estudios en biologia y genética basica de
las especies nativas, esto quiza se“deba a la falta de especialistas en la region (Arias-Rodriguez et
al. 2019). Sin embargo, en nuestre estado, recientemente se han realizado investigaciones dirigidas
en el discernimiento de la diversidad-genética en especies como D. mawii y T. venusta.

La revision bibliografica (Tabla 3) nas_.indica que; los estudios realizados en los kinostérnidos
estan enfocados en campos como la sistematica, taxonomia; reproduccion y determinacion sexual;
comportamiento y fisiologia; mencionando de igual manera, aquellas revisiones de caracter cultural
0 aquellas en que se describen la histeria natural del grupo. En el estado, se distribuyen cinco
especies de kinostérnidos. No obstante; existen pacos estudios realizados acerca de la biologia
béasica de este grupo de tortugas dulceacuicolas, pues Sole.se han caracterizado citogenéticamente
dos especies, K. leucostomum y S. triporcatus (Hernandez-Guzman et al. 2014, 2015).

Por lo anterior, realizar estudios que incrementen el conecimiento acerca de la biologia K.
leucostomum, como la descripcion fisiolégica y microestructtiral de los espermatozoides, es
realmente necesario; ya que sin duda seré una herramienta de granayuda en la conservacion de la
especie, ampliando las posibilidades de fertilizacion “In vitro”. Aunado a ello, el estudio tiene
potencial de ser la antesala, para establecer una metodologia aplicable ‘para_el grupo taxonémico
en cuestion en nuestro estado, asi como la comparacion de resultados entre‘especies de tortugas en

estudios similares.
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Tabla 3. EStudios en ecologia, citogenética, taxonomia, y biologia reproductiva realizados en los

kinostérnidos:

Fuente

Estudios realizados

Killebrew (1975)

Teska (1976)

Hutchison & Bramble (1981)

Vogt & Flores-Villela (1986)

Vogt & Guzman-Guzman (1988)

Iverson (1989)

Iverson (1991)

Vogt & Flores-Villela (1992)

Ewert (1991)

Flores-Villela & Zug (1995)

Morales-Verdeja & Vogt (1997)

Peterson & Stone (2000)

Carvalho et al. (2010)

Iverson (2013)

Descripcién citolégica de los cromosomas mitéticos en 11 kinostérnidos. Se establece
el nimero modal diploide 2n=56 cromosomas para los géneros Kinosternon y
Sternotherus, mientras que, para la familia Stautotipinae se establece un numero modal
diploide 2n=54 cromosomas.

Descripcion detallada acerca del movimiento terrestre y comportamiento durante la
temporada de inundacién y seca en K. scorpioides. Costa Rica.

Estudio fenético acerca de las homologias plastrales entre los fosiles y especimenes
vivos de las familias Kinosternidae y Dermatemydidae, sugiriendo la cercania
filogenética de ambas familias.

Revision detallada acerca de la determinacion sexual por temperatura en tortugas, se
describen aspectos como la temperatura umbral y la influencia de la temperatura sobre
los embriones para detener el desarrollo en las especies tropicales K. leucostomum, C.
angustatus y.S«triporcatus.

Anélisis “cuantitativo acerca de las preferencias alimenticias mediante fluido y
contenido estomacal en dos poblaciones de tortugas tropicales, K. leucostomum y S.
triporcatus.

Estudio de campo.que\describe la distribucion del K. flavescens arizonense en Sonora
y Arizonagtambién,incluye descripcidn del habitat, reproduccion y comportamiento.

A partir /de_caracteristicas morfologicas de caparazon, craneo, plastron se realizan
cladogramas‘del género Kinosternon.

Se estudian los,patrones defdeterminacion de sexo, DSG o DST mediante experimentos
de campo y de laboratorioen las especies tropicales D. mawii, S. triporcatus, C.
angustatus y K. leucostomum, C. serpentina y T. scripta.

Revision detallada’y selecta acerca_de suspension embrionaria en reptiles (entre ellos,
kinostérnidos) y aves, ‘tales comesel\“cold torpor” y la diapausa y estivacion
embrionaria.

Estudio acerca de la biologia reproductiva/de C. angustatus, en el, se describen la
madurez sexual, los meses en que ocurre”la ovogénesis y espermatogénesis, la
temporada de anidacion, tamafio y numero de huevos.

Se registran los movimientos terrestres de tortugas K. leucostomum marcadas con
radiotransmisores, se obtiene informacion de ladistancia en que las tortugas realizan
actividades tales como la busqueda de sitios de anidacion y estivacion.

Mediante la evaluacion de parametros fisiolégicos como pérdida de masa, evaporacion
de agua, muestras de sangre y tasa metabdlica se concluye.gque K. sonoriense es capaz
de sobrevivir 80 dias sin agua y comida, por lo tanto, es cadpaz.de estivar en condiciones
naturales.

Se describe la morfologia de los testiculos, epididimo, conductos’deferentes y pene del
kinostérnido K. scorpioides. Los resultados morfoldgicos revelan™que los 6rganos
estudiados de esta especie son similares a los de otras tortugas..Se sugiere que la
morfologia de tales drganos, es una caracteristica conservada entre tortugas.

Mediante la secuenciacién de marcadores mitocondriales y tres marcadores hucleares,
se realiza una nueva organizacién filogenética para la familia Kinosternidae. Se
mantienes las dos subfamilias Kinosterninae y Staurotipinae. No obstante, se reconoce
un nuevo género dentro de kinosterninae, Cryptochelys; en cuyo género se enctientra
K. leucostomum, renombrado C. leucostoma.
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Continua Tabla 3

Fuente

Estudios realizados

Viana et al. (2014)

Viana et al. (2014)

Sousa et al. (2014)

Viana et al. (2015)

Fernandes et al. (2020)

Se'realizan biometrias corporales y testiculares en K. scorpioides. Los especimenes
estudiados, fueron capturados durante la temporada de sequia y de lluvia. Los resultados
indican.que el grupo colectado durante la temporada de luvias presentd mayor peso
corparal. El tamafio de los testiculos presenta ligera variacion entre ambos grupos. No
obstante; el=indice Gonadosomatico, indica que no hay diferencias entre los grupos
estudiados.

Se lleva a cabo la descripcion morfoldgica de los vasos deferentes en K. scorpioides en
la temporada de‘sequia y de lluvia. Los resultados indicaron que los vasos deferentes
presentan menorvalor en cuanto al diametro durante la temporada seca. Por otro lado,
se reporta que loswasos deferentes, en la temporada de lluvias.

En este"estudio, se detallo-la, morfologia nuclear de células de tipo espermatogonias y
hasta espermdtidas en\ K. scorpioides. Asi mismo, se estudié el ciclo de
espermatogenesisyel cual’sescaracteriz6 por 10 etapas. La duracién de dicho ciclo fue
de 53 dias.

Mediante el uso de"M.E. T, se estudia la espermiogénesis de K. scorpioides. Se indican
cinco estadios en‘losiQue se describen los cambios morfolégicos a los que son sometidas
las células espermaticas primariastdUrante la espermatogénesis.

Se realiza la caracterizaCion morfolégica, de los 6rganos que conforman el sistema
reproductivo, asi como la.actividad espermatica de la tortuga K. leucostomum, durante
la temporada de sequia y lluvia. Se cencluye que la especie mencionada, exhibe
estacionalidad reproductiva.
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IV.- OBJETIVOS

4.1.- Objetivo General

4.1.1.- Describirdafisiologia de la activacion y las microestructuras de los espermatozoides del

pochitoque tropicalK. leucostomum.

4.2.- Objetivos Especificos

4.2.1.- Describir la fisiologia @€ la activacion de los espermatozoides en machos adultos de K.
leucostomum basado en el tiempa.devitalidad, porcentajes de motilidad y tipo de movimiento.

4.2.2.- Establecer el namero promediordescélulas espermaticas por ml en los machos adultos del
pochitoque tropical K. leucostomum.

4.2.3.- Detallar las microestructuras jintracelularessy extracelulares de los espermatozoides del
pochitoque tropical K. leucostomum.

4.2.4.- Discernir particularidades novedosas gdmportantes a partir del procedimiento empleado en
el estudio.
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V.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Recolecta; Mantenimiento de los Especimenes y Procedimiento Etico

Se recolectaron 20 especimenes adultos machos del pochitoque tropical K. leucostomum,
en los humedales que'se ubican dentro del territorio tabasquefio; en acuerdo con el permiso de
recolecta SEMARNAT #SGPA/DGVS/04315/11. Los tortugos, fueron trasladados vivos en
contenedores térmicos Yy ¢@adecuados hacia las instalaciones del Laboratorio en Genética y
Ecofisiologia de la Division Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juarez Autbnoma
de Tabasco (DACBIol-UJAT). Los-especimenes, se mantienen vivos en buenas condiciones de
ambientacion, calidad de agua y alimentacion diaria apropiada, a base de pellets con 32% de
proteinas. El presente protocolo, fue evaluado y aprobado por la Comision Institucional de Etica

en Investigacion-UJAT, con folio 0989.

5.2.- Estimulacion de la Espermiacién y Recolecta de Semen

Los especimenes adultos, fueron/inducidos a-la espermiacién mediante inyeccién
intramuscular con la hormona de Acetato de Gonadorelina.base (AGnRH), administrando 5.0 (5.0
Hg) unidades (jeringa para insulina) por cada 10049 del espécimen (Arias-Rodriguez Com. Per.
2020). Luego, los especimenes inducidos a la espermiacion, fueron colocados en un contenedor
térmico con fotoperiodo controlado a seis horas luz/seis horas oscuritdad a 30+0.1°C. A las 18 h de
estimulacion, las muestras de semen fueron obtenidas mediante suave'masaje en la region cloacal;
la toma de muestras de semen fueron realizadas con una micropipeta con.capacidad de 10-100 de
ul (Arias-Rodriguez, 2001).

5.3.- Analisis Microscépico de la Calidad Espermatica
Se evalud la calidad espermatica, basado en los siguientes parametros fisiologicos; El grado
y tipo de movimientos de los espermatozoides de los tortugos, fueron evaluados de acuetdo‘a la

escala gradual propuesta por Menkveld & Kruger, (1996) (Tabla 4). Para ello, se tomaron 5 wl“de

semen fresco y se colocd sobre un portaobjetos, se cubrid con un cubreobjetos y posteriormente,
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se observé bajo el microscopio optico Axio Scope. Al (Carl Zeiss®) con el objetivo 40X. + 1.25X
del optovar; y con el apoyo de la cdmara digital AxioCam ERc5s (Carl Zeiss®).
Adicionalmentesse registrd la motilidad de los espermatozoides en minutos, para ello se utilizé un
cronometro digital, esto fue desde el momento preciso de la toma de las muestras de semen y hasta
que se detuvieron (@sorio-Pérez, 2017).

Asi mismo, se determing el porcentaje (%) de células activas o motiles, de acuerdo al criterio de
Arias-Rodriguez, (2001), usando la escala progresiva de 0-100% con intervalos de 10 en 10 (p. e.
10%, 20%, 30%, 60% y hastal00 %).

Tabla 4. Escala gradual para evaltar los tipos de movimiento de los espermatozoides, modificada por
Lopez-Hernandez et al. (2018) con/base en Menkveld & Kruger, (1996).
Graduacion del movimiento Descripcion del movimiento

Grado 4 Méximo_‘movimiento progresivo de los espermatozoides (6ptimo para la
fertilizacion):

Reduccion del movimiento progresivo o con el incremento de los movimientos
Grado 3 laterales, que premedian aproximadamente de dos a tres anchos el cuerpo del
espermatozoide (aun apropiado para la fertilizacion).

Poco o/ninglin movimiento progresivo y movimientos laterales circulares de una o
Grado 2 dos vecesS el .ancho del cuerpo del espermatozoide (no apropiado para la
fertilizacidn):
Grado 1 Muy poco movimiento de la cabeza de los espermatozoides, junto con el decremento
del movimiento delsflagelo (sing€apacidad de fertilizacion)

Grado 0 Sin  motilidad, ni= meyvimiento” progresivo (movimiento frontal) de los
espermatozoides (sin capacidad absolutas-para la fertilizacion).

5.4.- Fijado y Conteo de Células Espermaticas en K. leucostomum

Para determinar la concentracién espermatica por mililitro de semen‘de cada espécimen, se
emple6 la dilucién 10:90 (10 ul de semen puro: 90 ul de fijador). El fijader'se preparé diluyendo
paraformaldehido (PFA) al 4% con solucion buffer de fosfatos (SBF) con pH 7.0 (KH2POH +
Na,HPO + Agua destilada). Dicho fijador se mantuvo bajo refrigeracion a 4°C."Cada-muestra de
semen se fijo y almaceno en tubos de 1.5 ml. De cada muestra fijada, se cargo portriplicado el
hematocitometro y posteriormente se analizo bajo el microscopio optico Axio Scope., Al (Carl
Zeiss®) con el objetivo 40X. + 1.25X del optovar; y con el apoyo de la camara digital AXioCam
ERc5s (Carl Zeiss®), se tomaron microfotografias de alta resolucion; mismas que fueron
empleadas para el conteo de espermatozoides. Para el conteo de las células se tomo en cuenta las

trayectorias sugeridas por Arias-Rodriguez, (2001) (Fig. 6).
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Fig. 6. Microfotografia de Ia a de Neubauer con 16 cuadrantes

y 4 trayectorias de co C? n original por el autor: JEJJ.
El nimero de espermatozoides por @U‘de n, se calculé haciendo una adaptacion a la
formula empleada por Arias-Rodriguez, (i-elil.) (‘
NUmero de espermatozoides por r@tro :%) (100) (900)] (10)

Donde: ¢

X= Numero promedio de espermatozoides por m@.
4= Numero de cuadros contados en cada trayectoria onteo.

100 pl = Volumen total de muestra. O/
10:90 = Dilucion de conteo empleado. ®
10= Factor de conversion a ml. )\

Ejemplo: 6

Numero de espermatozoides por mililitro= [(0.13) (4) (100) (900)] (10) @\p
Numero de espermatozoides por mililitro= [(0.52) (90,000)] (10) %
Numero de espermatozoides por mililitro=[46,800] (10)

L

Numero de espermatozoides por mililitro= 468,000
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5.5.- Observacion y Evaluacion Morfométrica de las Microestructuras de los
Espermatezoides de K. leucostomum por Microscopia Optica y Tincién con Giemsa

Para decumentar las microestructuras espermaéticas, tales como el acrosoma, la cabeza, el
nucleo, la pieza'media y el flagelo. Se siguieron las recomendaciones metodoldgicas utilizadas en
peces por Lopez-Hernandez et al. (2018) y Osorio-Pérez, (2017); conforme a lo siguiente: Se
tomaron 10 ul de semenfijado y colocaron en uno de los extremos de un portaobjetos limpio y se
dispersaron con suavidad a.manera de frotis y a continuacién, se dejaron secar a temperatura
ambiente (25+1.0°C) por 10.min. Posteriormente, cada frotis se tifid durante 10 minutos con
solucion de giemsa (Merk Azur-Eosina-azul de metileno) al 10 % preparado en SBF con pH 7.0.
Posteriormente, el exceso de giemsa’se lavo gentilmente con agua destilada; las muestras se dejaron
secar a temperatura ambiente en posicién-de decanto. Luego, las laminillas se analizaron bajo el
microscopio optico Axio Scope.Al (Carl“Zeiss®) con el objetivo 40X + 1.25X del optovar; los
mejores campos espermaticos se digitalizaron mediante la cAmara AxioCam ERc5s (Carl Zeiss®).
La evaluacion morfométrica se realizoscon el empleo de las herramientas del programa Zen Blue
Edition (Carl Zeiss®).

5.6.- Observacion de Microestructuras: Espermatica de K. leucostomum por
Microscopia de Inmunofluorescencia

Para observar las microestructuras espermaticas medianté inmunofluorescencia se tom6 10
ul de semen fijado de muestras individuales de 10 especimenes, estas se colocaron y mezclaron en
un tubo de 1.5 ml y se centrifugaron a 6000 r.p.m durante 5 minutos. Respués, la solucion fijadora
fue removida y sustituida por 300 ul glutaraldehido al 5% en solucién’Salina buffer de fosfatos
(SBF), subsecuentemente se tomd 20 ul de la muestra fijada y se afiadio 40,ul de SBF al 0.01 M,
preparada con NaCl al 0.138 M y KCI al 0.0027 M (Phosphate buffered saline (PBS) sigma
P38135) con pH 7.4. La solucion final, fue centrifugada a 2100 r.p.m durante-20 minutos. El
sobrenadante, fue removido y las células espermaticas fueron resuspendidas en 20 ul de SBF.
Después, una gota de 10 ul se coloco en un portaobjetos SuperfrostTM Plus (Adhesive Microscope
Slides®). La gota se dejo secar por 10 minutos a 40° C y entonces el &rea de interés fue blogueada
contra liquidos con el l&piz Super Pan Pen. El portaobjetos, fue lavado con Triton x-100 al 0.025%
en SBF por 5 minutos 3 veces. La muestra fue bloqueada con albumina de suero fetal bovino (ASB)

por una hora.

29| Pagina



La tinciépedel anticuerpo primario, se realizo durante la noche a 4°C con el anticuerpo monoclonal
anti-B-actina de ratén (Anti-p-actin antibody mouse sigma A1978®). Los anticuerpos, se
disolvieron en 1:500 en ASB al 1% y 24 horas después, las muestras fueron lavadas con SBF tres
veces por 5 minutos.

Las muestras, fueren incubadas con el anticuerpo secundario IgG 488 de cabra anti-raton Alexa
FluorR (Alexa Fluor 488 goat anti-mouse 1gG). Los anticuerpos, se disolvieron 1:500 en SBF por
2.5 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras fueron lavadas con SBF por 5
minutos 3 veces. Las muestras fueron contra tefiidas para fluorescencia de contrastes con DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol).#Por. ultimo, se colocd un cubreobjetos sobre cada preparacion
citologica. Las muestras fueron observadas bajo el Microscopio Olympus BX51 con lampara de
fluorescencia U-RFL-T, las microfotografias fueron tomadas con la camara Olympus DP74 con

600x y aceite de inmersion.

5.7.- Microestructura Espermatica por-Microscopia Electronica de Barrido (M.E.B)

Para observar las microestructuras de las<Células espermaticas mediante microscopia
electronica de barrido (M.E.B), se tomaron-10-ul del semen fijado en PFA (4%) de 10 especimenes
y estas se mezclaron. Después dichas muestras sew..centrifugaron, para luego remover el
sobrenadante y agregar 150 ul de glutaraldehido @l 5% en SBFE..Posteriormente, se conservé a 4°C
hasta su empleo para el analisis M.E.B. Seguidamehte, la muestraffue centrifugada durante 10 min
a 2100 r.p.m, el sobrenadante fue removido y las células espermaticas, fueron resuspendidas en 30
ul de SBF. Se colocd 15 ul de la solucion final, sobre un cubreobjeto’de alta precision revestido
con poli-L-lisina (poly-L-lysine-coated high-precision coverslip). La @ota“fue esparcida con la
punta de la pipeta. Luego, las células esperméticas se adhirieron al cubreobjetos en una cdmara
hdmeda evitando que las células se deshidrataran por completo. Subsecuentemente, el cubreobjetos
con las células espermaéticas, fue deshidratado con una serie de alcoholes (desde(30%, 50%, 70%,
90%, 96% y hasta 100%), siendo expuestos 10 min a cada concentracion de_alcohol. Los
espermatozoides, fueron deshidratados a punto critico en la camara CDP 030 Dryer (Bal-Tec AG
Balzers, Liechtenstein). El cubreobjetos, con las muestras espermaticas, fue unido al porta’ muestra
0 pin, usando cinta de cobre. Por ultimo, la muestra fue recubierta con oro en la recubridoralSCD

050 Sputter Coater (Bal-Tec AG Balzers, Liechtenstein). Los campos y las iméagenes de M.E.B

30|Pagina



fueron capturadas usando los componentes electrénicos e informaticos del Microscopio
Electronico de Barrido LV (JEOL Ltd. Japan).

5.8.- Determinacién del Contenido de ADN Nuclear y Tamafio del Genoma

El contenido tatal de ADN nuclear de las células espermaticas fue calculado siguiendo la
formula ajustada de Bartos-et al. (2005) y a como sigue: El contenido haploide de ADN nuclear
(1C) en picogramos (pg).de, las celulas espermaticas del pochitoque tropical = (contenido
estandar diploide de ADN dedas)células sanguineas de la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss/2)
X (promedio en um del tamafio de los nucleos de las células espermaticas de K. leucostomum) /
promedio estandar en um del tamafo de los nucleos eritrocitarios de O. mykiss/2. El valor diploide
(2C) de 5.5 pg de las células sanguineas de O. mykiss, se consideré como el estandar para este

estudio basado en las recomendaciones de/Hartley y Horne (1985).

Ejemplo:
1C= (5.5 pg/2) X (9.15 pm) /A21.7 um /2)
1C=(2.8 pg) X (9.15um) / (10.9'um)
1C=25.6 pgum / 10.9 ‘um
1C=2.35pg

El tamafio del genoma, el cual representa una copia de la informacion genética nuclear, se
determind considerando que 1.0 pg de ADN es igual a 0.978 X 10%pares de base (Dolezel et al.
2003). De acuerdo con lo anterior, el tamafio del genoma de las células gspermaticas se calculo
utilizando la formula propuesta por Dolezel et al. (2003) y a como sigue;_TFamarfio del genoma
haploide de las células espermaticas de K. leucostomum (pb)= (0.978 X 10°).x (el contenido de
ADN nuclear espermatico en pg de K. leucostomum).

Ejemplo:
Tamafio del genoma haploide (pb)= (0.978 X 10°) X (2.35 pg)
Tamario del genoma haploide (pb)= (978,000,000) X (2.35 pg)
Tamafio del genoma haploide (pb)= 2,298,300,000 pb 0 2.298 X 10° pb
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5.9.- Analisis Estadistico de los Datos

Losdatos generados de la evaluacion de la calidad seminal y la morfometria de las células
espermaticas, fueron capturadas en una hoja de calculo de Excel para Windows. A tales resultados
se les calculo: poreentajes (%), promedio (X) y desviacion estandar (SD). Posteriormente, los datos
se organizaron para ser analizados por las pruebas de normalidad y homocedasticidad. Luego, los
datos en porcentajes fueronyanalizados por las pruebas de Kruskal-Wallis (K-W) (Zar, 1984). Al
haber diferencias significativas, se utilizé la prueba de comparacién multiple de Dunn's a P=<0.05
de confianza. Todos los anélisis;”Se realizaron con el programa Sigma Plot 12.3 para Windows
(Systat Software, Inc. 2011-2012¢ SigmaPIot©).
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VI1.-RESULTADOS

6.1. Fisiologia de la Activacion Espermética

En la obtencion de las muestras de semen para el desarrollo del estudio, fueron tratados 20
especimenes adultos del'pachitoque tropical K. leucostomum, con acetato de gonadorelina, de ellos
15 respondieron positivamente, lo que correspondié con el 75% de la poblacion estudiada. Los
especimenes empleados, mostraron peso de 323.5+11.1 gr y la talla de 131.5+83.4 mm. La talla
minima, fue de 113.8 mm, mientras la talla maxima fue de 151.5 mm. A partir de las muestras de
semen puro, fue posible evaluar porriplicado, el tiempo de motilidad de las células espermaticas
en minutos, el grado de movimiento.espermatico y el porcentaje de células activas, tales resultados
estan descritos en la Tabla 5.

El tiempo de motilidad de las células espermaticas, tuvo valor minimo de 54.0+0.38 min y el valor
méaximo de 161.3+4.00 min. El promedio, de la motilidad espermatica, de los especimenes
analizados, fue 94.1£32.7 min. A pattir-del andlisis de varianza (ANVA) fue posible observar
diferencias significativas (P=<0.001) y\con la comparacion multiple de Dunn's, fue posible
distinguir tres grupos ascendentes del tiempo-devitalidad. espermética (“a, b, ¢”) (Tabla 5y Fig.
7).

El grado de movimiento observado en las células espermaticas-de los especimenes, fue de tipo 0
grado 4y con el andlisis de varianza, no fue posible encontrar diférencias significativas (P=1.000)
entre los especimenes; el promedio del tipo de movimiento fue de 4400+0.00 (Tabla 5).

Por otro lado, con el porcentaje de células motiles, no fue posibleobservar variacién entre los
especimenes estudiados, con el andlisis Kruskal-Wallis, se observo‘que” no hubo diferencias
estadisticamente significativas (P=1.000), con promedio general del porcentaje de células motiles
de 100.0£0.00 (Tabla 5).

Asi mismo, el promedio de espermatozoides por mililitro de semen por espécimeny’se-encuentran
resumidos en la Tabla 6. El conteo de células espermaticas, no mostrd variacion entreamachos, con
el analisis de Kruskal-Wallis, (P=0.104), con valor minimo de 540.0+124.7 X 10° y valormaximo
de 756.0+124.7 X 10° (Tabla 6 y Fig. 8). El promedio total de células espermaticas, por mililitro
de semen en el pochitoque tropical fue de 669.7+98.9 X 10°.
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6.2.- Biometrias de las Microestructuras y Tamafo del Genoma Espermatico

La “descripcion de las microestructuras intracelulares y extracelulares de los
espermatozoides~del pochitoque tropical K. leucostomum, se basaron en el andlisis mediante
microscopia Optica {MOP), inmunofluorescencia (IF) y microscopia electronica de barrido
(M.E.B).

Con lo anterior fue posihle, determinar que los espermatozoides del pochitoque tropical, consisten
de tres microestructuras principales; la cabeza, que incluye el acrosoma en la region frontal y el
nucleo; subsiguientemente la‘pieza media que incluye a las mitocondrias y por ultimo, el flagelo
(Fig. 9).

Las imagenes tomadas con el MOP,(Fig.. 10), muestran que las células espermaéticas del pochitoque
tropical, tiene cabeza elongada, y curva: Per otra parte, el apice de la cabeza, se encuentra cubierto
por el acrosoma, que es una microestructuraicompacta y electrodensa. La tincion con el anticuerpo
primario anti-p-actina de raton y el anticuerpo secundario 1gG 488 de cabra anti-raton, evidencia
que las tramas de la cabeza y el acrosema esta recubiertos por la proteina actina (Fig. 11). Las
microfotografias ultraestructurales por M.E:B (Fig.(12); muestran a detalle que la cabeza de dichos
espermatozoides es de tipo cilindrica y alargada.

El nucleo es una microestructura intracelular, Se ubica en la-cabeza y se extiende a lo largo de la
misma. Se caracteriza por ser cilindrico, elongado.ydigeraméntecurvo. La region frontal del nicleo
es reducida, mientras que, la parte posterior o base del nucleog#€s)méas amplia. Con la tincion de
giemsa con MOP (Fig. 10), se observé que el nicleo consiste en cromatina altamente compacta y
electrodensa, lo que también se puede apreciar atreves la tincion con el marcador fluorescente
DAPI, el cual revela la regidn que contiene nucleétidos de ADN y ARN-enel nlcleo (Fig. 11).
La regidén media o pieza media, es una microestructura extracelular marcadamente visible, que se
extiende desde la base de la cabeza del espermatozoide hasta la base de flagelo(Fig. 10, 11y 12).
En lo que respecta al flagelo, este inicia después de la pieza media, a tal regiép“del flagelo se
denomino base del flagelo. La tincidn realizada con anticuerpos, muestran que la actina-es una de
las proteinas que constituyen a la envoltura del flagelo espermatico (Fig. 11). El{analisis
ultraestructural con M.E.B (Fig. 12), permitié observar que el flagelo tiene aspecto tubular, con la
region inicial gruesa y conforme se extiende hasta la region terminal, reduce su didmetro hasta

terminar en forma de resorte, que es sumamente delgado.
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Las tincion con giemsa, permitid la caracterizacion morfométrica precisa de los
espermatozoides de K. leucostomum por MOP. Por lo anterior, se analizaron por triplicado, las
muestras de.semen de 15 especimenes adultos del pochitoque tropical, en ellas fue posible registrar
amplia variacion en las microestructuras sefialadas en la Tabla 7. Asi pues, el area del acrosoma,
registrd el valor promedio minimo de 0.73+0.02 um? y el valor promedio maximo de 0.87+0.04
um?, con la prueba de Kruskal-Wallis, se encontré diferencias significativas (P=<0.001), y con la
prueba de Dunn's, se encontrd dos grupos (“a 'y b”), dichos valores correspondieron al nivel de
ploidia 1n (haploide) y 1n#xn(aneuploide) (Fig. 13y 14).

Asi mismo, el area de la cabeza espermatica, registré valor promedio minimo de 17.4+0.61 um?y
el valor promedio maximo de 21.2+1.09 um? con el analisis de Kruskal-Wallis, se reveld
significativas (P = <0.001) y con la cemparacion multiple de Dunn's (P = <0.001), se derivaron
dos grupos (“ay b”), que correspondieron _con los niveles de ploidia sefialados (Fig. 15).

Por otra parte, la biometria del nicleo espermatico, mostré valor promedio minimo de 8.65+0.60
um? y maximo de 12.3+0.78 pum?, cuandosse-aplico el andlisis de varianza no paramétrico de
Kruskal-Wallis, se observaron diferencias significativas (P=<0.001), que derivaron en dos grupos
de datos (“a 'y b”), posterior al empleodeyla prueba de Dunn's, con valor de P=<0.001, dichos
grupos, fueron congruentes con 2 niveles de ploidia (Fig. 16).

La pieza media, registro valor promedio minimonde 2.64+0.31 um? y maximo de 4.22+0.46 um?.
Mediante el andlisis de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias significativas (P=0.001), dichas
diferencias, derivaron en dos grupos (“a y b”) después de la®prueba de Dunn's con el valor de
P=0.001. Dichos grupos, correspondieron al nivel de ploidia (Fig. 17).

El flagelo, tuvo longitud minima promedio de 53.0+4.51 pm y maxima de 61.942.79 pum, con
empleo del analisis de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias significativas (P=<0.001) y con
la prueba a posteriori de Dunn's (P=<0.001), se derivaron dos grupos. Sin embargo, tales grupos
no estuvieron relacionados con niveles de ploidia (Fig. 18).

El ancho de la base del flagelo, registro valor minimo promedio de 0.71+£0.03 umy valor maximo
de 0.96+0.09 um, mediante el anlisis de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias significativas
(P=<0.001) y con la prueba de Dunn's, con valor de P=<0.001, se derivaron dos grupes..Dichos
grupos, estan relacionados con el nivel de ploidia (Fig. 19), mientras que, en la regién terminal del
flagelo, se observo valor minimo promedio de 0.51+0.05 um y el valor maximo promedio de
0.68+0.09 um, con el andlisis de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias significativas
(P=<0.001) y con la prueba de Dunn's (P=<0.001), se lograron separar dos grupos. (Fig. 20).
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Por otro lado, los espermatozoides del pochitoque tropical, mostraron variabilidad en
longitud.tetal, el valor promedio minimo observado fue de 70.04+4.24 um y el valor méximo fue
de 80.3+2.721um. Mediante el anélisis de Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias significativas
(P=<0.001) yon la prueba de Dunn's (P=<0.001), se derivaron dos grupos, dichos grupos no
estuvieron relacionados con el nivel de ploidia (Fig. 21).

Por ultimo, el 57% de™la poblacion de células espermaticas estudias, fueron haploides (1n) y el
43% fueron células espermaticas aneuploides (1n+xn). El espécimen 4, tuvo el 100% de
espermatozoides haploides,. mientras que el pochitoque 8, tuvo el 100% de espermatozoides
aneuploides (Tabla 7).

El andlisis de las células espermaticas, permitio calcular el contenido de ADN nuclear espermatico
en picogramos (pg) y el tamafio del genoma en pb de los espermatozoides de K. leucostomum.

El contenido de ADN nuclear promedio‘espermatico, de las células haploides (1C=haploide) fue
de 2.35+0.07 pg, mientras que para las células aneuploides (1C=aneuploide) fue de 2.96+0.13 pg
mientras que, el promedio del tamafio del genema de células espermaticas haploides fue de 2.294

X 10° pb, mientras que para células‘aneuploides-fuezde 2.889 X 10° pb (Fig. 22).
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Tabla 5. Parametros promedio, de la calidad espermatica tipica del
semen en el pochitoque tropical K. leucostomum, que considera la
motilidad enminutos, el tipo de movimiento y el porcentaje de

células motiles.

Moyimiento en Tipo de Porcentajes de
Espécimen minutes movimiento células motiles
X£D.E X+D.E X+D.E

1 54.0+0.382 4,00+0.002 100+0.00°
2 59.1+10.52 4.00+0.00° 100+0.00?
3 63.2£5190? 4,00+0.002 100+0.00°
4 66.6£8:772 4,00+0.00° 100+0.00?
5 68.2+7.322 4,00+0,00? 100+0.00°
6 77.8£1.67° 4.00+0/00° 100+0.00?
7 83.3+7.91° 4,00+0.002 100+0.00°
8 93.046.44° 4700:£0.00° 100+0.00?
9 94.7+8.62° 4,00+0.002 100+0.00°
10 96.2+5.76° 4.00+0.00° 100+0.00?
11 99.5+9.08° 4.00+0.00° 000,00
12 111+7.03 4,00+0.002 100+0.00°
13 138+2.63° 4.00+0.00° 100+0.003
14 144+13.3° 4,00+0.002 100:0.002
15 161+4.00° 4.00+0.00° 100+0.00?
X+D.E 94.1+£32.7 4.00+0.00 100£0.00

X= Promedio, D.E= Desviacion estandar. Los resultados de los andlisis
estadisticos con nivel de significancia de P=>0.05, indican que hay diferencias
entre especimenes cuando el superindice es diferente y en caso contrario no existen
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Fig. 7. Motilidad promedio, minima y maxima de los espermatozoides de 15 especimenes adultos del pochitogue tropical K. leucostomum.
Superindices con vocales similares, indican que no hay diferencias significativas entre machos y en caso contrariodas diferencias existen a

P=<0.05, con la prueba de Dunn's.

38| Pagina



Tabla 6. NUmero promedio, minimo y maximo de células esperméticas
estimadas en un mililitro de semen, de especimenes adultos del
pochitoque tropical K. leucostomum.

Espermatozoides
/mililitro de semen x103

Espécimen (X £D.E)
1 540.0£124.7
2 540.0£124.7
3 540.0£124.7
4 540.0£124.7
5 612.0£124.7
6 612.0+124.7
7 612.0+124.7
8 756.0+124.7
9 756.0+124.7
10 756:0+124.7
11 756.0+124.7
12 756.0+124.7
13 756.0+£124.7
14 756.0+124.7
15 756.0+£124.7
X£D.E 669.7+98.9 X 10°

X=Promedio, D. E= Desviacion estandar. Los resultados del analisis de Kruskal*Wallis
con nivel de significancia de P=0.104, indican que no hay diferencias entre
especimenes.
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Fig. 8. Variacion promedio, del numero de espermatozoides por mililitro de semen en 15 machos del pochitoque tropical K. leucostomum.
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Los resultados del andlisis de Kruskal-Wallis con nivel de significancia de P=0.104, indican que no hay diferencias entre especimenes:
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Fig. 9. Espermatozoide maduro tipico del pochitoque tropical K. leucostomum, que se cara€tériza por la
cabeza, acrosoma, nlcleo, pieza media y el flagelo (A); y el esquema detallado del espermatezoide del
pochitoque (B). Imagenes originales por el autor: JEJJ.
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Fig. 10. Paisaje que muestra los espermatozoides tipicos del pochitoque tropical K. leucostomums-a
10X + 1.25X del optovar por microscopia de luz transmitida en campo claro (A) y espermatozeide
con tincion de giemsa a 40X + 1.25X del optovar, mostrando la cabeza (C), el acrosoma (A), el ncleg
(N), la pieza media (PM), el flagelo (F), la base de flagelo (BF) y la regién terminal de flagelo (RT)
(B). Las flechas indican células espermaticas. Imégenes originales por el autor: JEJJ.
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Fig. 11. Microfotografias por fluorescencia de los espermatozoides del pochitoque tropicall K,
leucostomum, se muestra la distribucidn de la proteina actina, sobre el citoesqueleto. El nlcleo tefiido
con DAPI (region rosa), revela la region con ADN nuclear (N) y ADN mitocondrial (PM). Los
espermatozoides muestran, la cabeza (C), el acrosoma (A), el nicleo (N), la pieza media (PM), flagelo
(F), la base de flagelo (BF) y terminal de flagelo (T). Iméagenes originales por el autor: JEJJ.
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Fig. 12. Microfotografias por Microscopia Electronica de Barrido (M.E.B) de los espermatozoides.del
pochitoque tropical K. leucostomum, con la perspectiva de un espermatozoide tipico completo (A) y les
detalles de la cabeza y la pieza media (B). Los espermatozoides muestran los detalles de la cabeza (C),
el acrosoma (A), la pieza media (PM), flagelo (F), la base de flagelo (BF) y region terminal de flagelo
(RT). Imégenes originales por el autor: JEJJ.
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Tabla 7. Promedio en micrometros de las microestructuras y nivel ploide de los espermatozoides de 15 especimenes del pochitoque tropical K.

leucostomum.
) ) ) . Ancho Longitud
Area del Area de la Area del Areapieza Largo del Ancho base  término del total del
acrosoma cabeza nucleo media flagelo del flagelo flagelo esperma Nivel ploide
Espécimen X+D.E X+D.E X+D.E X+DiE X£D.E X+D.E X+D.E X+D.E (Frecuencia %)
1 0.74+0.028 17.7£0.492 9.10+0.522 2.92+0.242 55.0+0.96? 0.71+0.03? 0.54+0.072 71.9+1.51° 1n (50)
0.85+0.02° 20.4+0.62° 11.1+0.56° 3.83+0.27° 55.1+0.98? 0.90+0.07" 0.62+0.06" 72.5+1.07° 1n+xn (50)
2 0.74+0.028 17.9+0.742 9.15+0.532 3.10+0.26% 55.3+1.44¢8 0.73+0.028 0.58+0.078 72.9+1.382 1n (77)
0.86+0.01° 20.3+0.74° 12.3+0.49° 4.00+0.46° 55:7+0.822 0.92+0.05° 0.68+0.09° 73.5+0.762 1n+xn (23)
3 0.75+0.022 17.8+0.59? 9.47+0.39? 3.28+0:26° 55.3+1.68? 0.75+0.03? 0.57+0.06? 71.4+1.932 1n (50)
0.86+0.04° 20.0+0.54° 11.4+0.87° 4.00+0.34° 55.5%1,62% 0.92+0.06° 0.59+0.06% 72.1+£1.75% 1n+xn (50)
4 0.74+0.028 17.4+0.612 9.03+0.542 3.02+0.35° 56.3+2(962 0.74£0.028 0.56+0.06% 73.7£3.107 1n (100)
5 0.73+0.018 17.8+0.532 9.44+0.51° 3.19+0.342 54.4+2.292 0.71+0.05? 0.55+0.06% 70.7+£2.318 1n (53)
0.83+0.02° 20.0+0.87° 11.5+0.94° 3.84+0.16° 53:8+1.152 0.91+0.09° 0.67+0.09° 71.2+1.318 1n+xn (47)
6 0.74+0.03? 17.9+0.672 9.29+0.41° 3.15+0.30? 54.8+£3.63? 0475+0.04¢2 0.56+0.042 71.8+3.432 1n (43)
0.86+0.04° 20.4+0.73° 11.8+0.85° 4.08+0.35° 547+0.98? 0:93%0.06° 0.66+0.07° 72.4+1.26% 1n+xn (57)
7 0.74+0.022 17.9+0.84% 9.43+0.48? 2.95+0.35? 53.2+3.08? 0.7510:04? 0.57+0.05? 70.3+3.572 1n (47)
0.85+0.03° 20.1+0.79° 11.6+0.76° 3.45+0.26° 55.1+1.98? 0.8940.04° 0.66+0.08° 73.0+£2.45% 1n+xn (53)
0.86+0.04° 21.1+1.09° 12.2+0.93° 4.22+0.46° 57.6+£1.278 0.97+0.08° 0.63+0.08° 74.9+1.478 1n+xn (100)
0.74+0.028 17.9+0.572 8.89+0.542 3.38+0.49? 56.6+£2.90? 0.74+0.02° 0.56+0.05? 73.2+2.678 1n (50)
0.86+0.05° 20.5+1.07° 12.3+0.78° 4.14+0.61° 56.7+2.96° 0.89+0.08° 0.67+0.11° 73.8+2.96% 1n+xn (50)
10 0.75+0.028 17.7£0.732 9.00+0.61° 2.84+0.30? 55.1+0.99? 0.73+0.05? 0.56+0.078 71.7+£0.978 In (77)
0.83+0.01° 19.4+0.36" 11.6+0.66" 3.35+0.13" 55.2+0.712 0.90+0.06° 0463%0.04° 72.3+0.64% 1n+xn (23)
11 0.75+0.022 17.7+£0.54% 8.65+0.60? 2.83+0.242 53.0+4.512 0.74+0.042 0.60+0:06" 70.0x4.242 1n (53)
0.87+0.04° 20.2+1.04° 10.8+0.67" 3.77+0.44° 54.9+4.518 0.91+0.05° 0.6120:06" 72.614.822 1n+xn (47)
12 0.74+0.01° 18.1+0.612 9.27+0.482 2.64+0.31° 53.5+1.83¢2 0.73+0.05? 0.57+0.078 71.1+1.89%  1n(83)
0.86+0.03" 20.8+0.89° 11.2+0.59° 3.75+0.17° 54.0+1.722 0.94+0.08° 0.62+0.06 71.5+2.022  1n+xn (17)
13 0.76+0.042 18.0+0.552 9.41+0.50? 2.94+0.32° 54.5+1.732 0.75+0.03? 0.55+0.03¢2 71.5+2.04*  1n (47)
0.85+0.03" 19.9+0.85° 11.3+0.46° 3.76+0.26° 55.1+1.30° 0.88+0.05" 0.64+0.08° 72:4+£1.722  1n+xn (53)
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Continua Tabla 7.

Ancho
Area del Area de la Area del Area pieza L.argo de Ancho base  terminal de  Longitud del
acrosoma cabeza nucleo media flagelo de flagelo flagelo esperma Nivel ploide
Espécimen X+D.E X+D.E X+D.E X+tD.E X+BE X+D.E X+D.E X+D.E (Frecuencia %)
14 0.75+0.028 18.1+0.672 8.79+0.572 2.89+0.412 61.9+2 79" 0.73+0.03? 0.60+0.06" 80.3+2.71° 1n (67)
0.84+0.02° 20.2+0.76° 10.8+0.47° 3.80+0.61° 61.2+2.40° 0.91+0.08° 0.64+0.05° 79.8+2.40° 1n+xn (33)
15 0.74+0.022 17.7£0.74% 8.96+0.70? 2.77+0.35? 54.2+2.65% 0.74+0.042 0.51+0.05? 71.3+2.502 1n (60)
0.85+0.02° 20.5+0.71° 11.2+0.51° 3.53+0.56° 53.9+3.70? 0:87+0.09° 0.62+0.03° 71.7£3.578 1n+xn (40)
X+D.E 0.74+0.01 17.840.20 9.13+0.26 2.97+0.18 55(2+2.20 0.78+0.01 0.56+0.02 72.3+2.52  1n(57)
X+D.E 0.86+0.03 20.3+0.42 11.5+0.50 3.95+0.16 55.6+1.91 0.9240.02 0.64+0.03 73.1+2.16  1n+xn (43)

X= Promedio, D. E= Desviacion estandar, 1+xn= aneuploidia. Los resultados por microestructura-eSpermatica del analisis Kruskal-Wallis y de la prueba a posteriori de Dunn's con
nivel de significancia de P=<0.05, indican que hay diferencias cuando el superindice es diferente y’en caso contrario_no_existen.
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Fig. 13. Microfotografias espermaéticas tefiidas con giemsa de K. leucostomum por m&scopia Optica

(MOP) que muestra al espermatozoide haploide (1n) (A) y al espermatozoide aneuploide (1n+xn) (B),
observadas en especimenes del pochitoque tropical a 40X + 1.25X del optovar. Imagenes inales por el

autor: JEJJ.
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Fig. 14. Variacion del tamafio, minimo y maximo en micrémetros, del area del acrosoma de las células espermaticas del pochitoque tropical K.
leucostomum. La linea horizontal punteada, indica el limite entre células haploides y aneuploides.
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Fig. 16. Variacion del tamafio, minimo y maximo en micrometros, del area del nicleo de las células.espermaticas del pochitoque
tropical K. leucostomum. La linea horizontal punteada, indica el limite entre células haploides y aneuploides.
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Fig. 18. Variacion del tamafio, minimo y maximo en micrometros, de la longitud del flagelo de los espermatozoides del pochitoque

tropical K. leucostomum.

52|Pdgina



1.20

Ancho base del flagelo en micrometros

[ Células aneuploides

1.10 |

1.00 |

0.90

0.80 4

0.70 | §

0.60
i Especimenes

0.50 1 ——1 e 11 ——1II i IV ——V
i ethees VI —A—VII ke VI --©-IX - ®-X
- Células haploides --B-XI -B-XI --XUI  --4-XIV -A-XV

0.40

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23=24 25 26 27 28 29 30
Numero de células espermaticas

Fig. 19. Variacién del tamafio, minimo y maximo en micrémetros, del ancho de la base del flagelo de las células.espermaticas del pochitoque
tropical K. leucostomum. La linea horizontal punteada, indica el limite entre células haploides y aneuploides.
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pochitoque tropical K. leucostomum.

54| Pagina



90

I .
85 t v

. i

g |

g 8071

= I

\c |

—

= i

g 75 1

= B

Q -

% i

-5 70 4

S i

=) i

N

g -

= 65 T

e i :

7] B ’

v - _ =

= R}

= 60 T

w -

= - .

50 i Especimenes

=

3 55 1 ——1 o T1 Lg—m eIV ——V
N vt VI —— VIl k- VID  --©-IX --@-X
[ -B-XI @ X0 -e-XHl --e-XIV --A-XV

50 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 141516 17 18 19 20 21 22@28:24 25 26 27 28 29 30

Numero de células espermaticas
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Figura 22. Peso del nicleo de las células espermaticas de K. leucostomum (A y B)\determinado por
medio del procedimiento estandar de citometria, con respecto al peso del ndcleo diploide de la trucha
arcoiris O. mykiss (control) (C).
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VIIl.- DISCUSION

En los estudios previos encaminados a comprender la reproduccion de los miembros de la
familia Testudines o tortugas, sobre la induccion artificial de la reproduccién y la capacidad
reproductiva de lasshembras y machos, se han considerado en un reducido nimero de especies. En
ello, se tienen reportesitempranos, de la induccion de la ovulacion, por ejemplo, de las hembras de
la hicotea T. scripta elegans, con el empleo de oxitocina (Tucker et al. 2007), asi como en hembras
de la tortuga carey E. imbriecata, con la Hormona Foliculo Estimulante (HFE/FSH) (Kawazu et al.
2014° y la induccion de la ovalacion y ovoposicion con oxitocina, en E. imbricata (Kawazu et al.
2014%). Sin embargo, en los machos.de las tortugas, el empleo de hormonas como estimulantes de
la espermiacion, no se han reportadoshasta antes de lo sefialado en el presente estudio para los
machos de K. leucostomum. En diche sentido, fueron tratados 20 especimenes adultos del
pochitoque tropical, con acetato de genadorelina, de ellos 15 (o el 75%) respondieron
positivamente, al obtenerse muestras dewsemen de buena calidad en volumen y en las
particularidades fisioldgicas de la dctivacion espermatica necesarias para la fertilizacion; lo que
indica que dicho tratamiento hormonal eS,viable para estimular la espermiacion en los machos de
los quelonios, en particular en especies del:género Kinosternon y de su aplicacion, para estudios
de caracter reproductivo como el sefialado para‘el presente’documento. En los estudios realizados
por Tanasanti et al. (2009); Sirinarumitr et al. (2010); Kawazu.et al. (2014°); se reporta el uso de
sedantes y la practica de electroestimulacion cloacal, para la‘obtencion de semen. La colecta de
semen en los estudios mencionados, fue mediocremente exitosa. Sin embargo, en esta
investigacion, se demuestra una manera no invasiva, para la recolecta.de semen, mediante masajes
en la base de cola del espécimen. Por lo anterior, la citada técnica de masajes a diferencia de la
electroestimulacion, puede realizarse en el campo y en el laboratorio de modo.exitoso; sin perjuicio
de la integridad bioldgica de los especimenes sometidos a la estimulacion.

En las tortugas, de todos los parametros para la evaluacion de la calidad espermatica, de empleo
general, solo se han reportado en el grupo de los Testudines, los porcentajeS. de motilidad
espermatica, que se han realizado en dos especies de tortugas marinas, como la tortugasolivacea o
golfina (L. olivacea) (Tanasanti et al. 2009; Sirinarumitr et al. 2010) y la tortuga carey, (E.
imbricata) (Tanasanti et al. 2009; Sirinarumitr et al. 2010; Kawazu et al. 2014°). Asi también, en
la tortuga terrestre S. pardalis (Zimmerman & Mitchell, 2017) y por primera ocasion en el presente

estudio, en una especie de tortuga tropical dulceacuicola K. leucostomum.
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Por otro lado, en la evaluacion de los parametros de la activacion espermatica, el tiempo
promedio.de motilidad o vitalidad espermaética en el pochitoque, fue de 94.1+32.7 min. En cuanto
a la evaluacion del tipo o grado de movimiento espermatico y el porcentaje de células motiles, los
espermatozoides_de los especimenes de K. leucostomum, presentaron movimiento progresivo
promedio de 4.00+£00 (con escala de 0-4), con el 100+£0.00% de células motiles. Resultados
similares, han sido reportados en el anfibio Lithobates catesbeianus, con movimiento progresivo
promedio de 4.80 (con<escala de 1-5) y 95% de células motiles (Pereira et al.2013). Sin embargo,
el tipo de movimiento progresivo y el porcentaje de células motiles en K. leucostomum, es alto si
se compara con lo registrado en atras especies de reptiles, como es el caso reportado por Johnston
et al. (2014), para Crocodylus porosus movimiento promedio de tipo 2.6+0.2 (escala de 0-5) con
50.7+4.2 % de células motiles. Mientras que Assumpcao et al. (2017), reportan en Caiman
crocodilus, movimiento promedio de grado 3 (escala de 0-5) con el 80-90% de células motiles. Por
otro lado, Zacariotti et al. (2007), informa que la serpiente Crotalus durissus terrificus, el
movimiento progresivo promedio fue 2.96x0:17 (escala de 0-5) con 63.88+4.43% de celulas
motiles.

El movimiento progresivo y el porcentaje de células’motiles, son parametros importantes para la
evaluacion de la calidad espermatica. A pesar-de ello, estudios anteriores de evaluacion espermatica
en tortugas, no consideraron el movimiento pregresivo;.por.lo que no es posible comparar dicho
pardmetro con el resultado obtenido en K. leucostomum pero; se reportan el porcentaje de células
motiles, donde el pochitoque tropical, presenta mayor porcentaje.de células motiles con respecto a
otras tortugas, Sirinarumitr et al. (2010), observaron que el porcentaje de células motiles en L.
olivacea y E. imbricata al momento de la colecta del semen, fue de.8:33+15.70% y 14+15.57%,
respectivamente. Mientras que Tanasanti et al. (2009), reporta 28.25 %'y 60% de células motiles
en las mismas especies respectivamente. Por otro lado, Kawazu et al. (20142), en otro estudio en
E. imbricata, observo que el porcentaje de células motiles fue de 2.0% a 2.5%yZimmerman &
Mitchell (2017), reportaron que en S. pardalys, el porcentaje de células espermaticas motiles fue
de 57£18.1%.

Tomando en cuenta las comparaciones de la motilidad espermatica (tipo de movimiento y el
porcentaje de espermatozoides motiles) entre K. leucostomum y las especies reportadas emnyeste
apartado; entonces los especimenes del pochitoque tropical, presentan en este estudio indices de

fecundidad altos, ya que aquellas especies donde se reportan tipo de movimiento progresivo <2.5
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y de células motiles <30% son infeértiles, pues dichos valores son considerados minimos para la
inseminacién artificial exitosa en las serpientes del maiz Elaphe guttata (Mattson et al. 2007).

La concentracion promedio de espermatozoides por mililitro de semen, estimado en el pochitoque
tropical K. leugostomum, fue de 669.7+98.9 X 103, dicha concentracion, es pequefia si se compara
con lo reportado‘ensotras especies de tortugas, por ejemplo, Tanasanti et al. (2009), estimaron en
L. olivacea y en E., imbricata, concentraciones promedio de 67.3 X 10%ml y 512 X 10%/ml
respectivamente. En otro estudio, Kawazu et al. (2014°), report6 para E. imbricata, concentraciones
promedio de 325 X 108/ml.-Ror otro lado, Zimmerman & Mitchell (2017), reportaron que los
machos de S. pardalis, producenconcentracion espermatica promedio de 101.62 +91.43 X 108/ml.
En relacion con la reproduccién de las hembras del Pochitoque tropical, se ha estimado que estas
pueden ovopositar de uno (Iversoniet al. 1993) a seis huevos (Giraldo et al. 2013); mientras en E.
imbricata se estiman puestas de 158+29_huevos (Bjorndal, 1985), en L. olivacea 108 huevos
(Iverson et al. 1993) y en S. pardalis hasta87,huevos (Branch, 2008). Bajo dicho contexto, es muy
probable que la concentracion espermatica en-K. leucostomum, este relacionada con el nimero de
huevos disponibles para fertilizar enl _oviducte~de la hembra; por ello en K. leucostomum, la
presencia de millones de células espermaticas como.en las tortugas marinas, es innecesario dado el
namero de huevos que se deben fertilizar.

En cuanto a la evaluacion morfoldgica, lasscélulas ‘espermaticas del pochitoque tropical K.
leucostomum, son alongadas y con cabeza curva, esto es congruente con la morfologia reportada
en otras especies de tortugas, tales como C. picta (Al-Dokhi et al, 2007), P. sinensis (Bian et al.
2013), M. caspica (Hess et al. 1991), S. crassicollis (Kimsakulvech &'Suttiyotin, 2020). Esta forma
de espermatozoides, también es exhibida por otras especies de reptilesytales como la iguana verde
Iguana iguana (Vieira et al. 2004), en la serpiente acuatica Myrrophi§ chinensi (Hao & Zhang,
2018), el cocodrilo Crocodylus Porosus (Fitri et al. 2020) y el tuatara Sphenodon punctatus (Healy
& Jamieson, 1992). Las similitudes encontradas en la descripcion morfologia de los
espermatozoides, entre los diferentes drdenes de reptiles mencionados; Testudines, Scuamata,
Crocodilia y Rhynchocephalia, demuestran que la forma alongada, con cabeza'curva, es una
condicion morfobioldgica tipica de las células espermaticas de los miembros de la clasg’Reptilia.
Estudios previos en reptiles, solo consideraron la documentacion de la dimension micrométrica de
las microestructuras espermaticas, tales como la longitud de la cabeza, el ndcleo y el acrosoma,
(Al-Dokhi et al. 2007; Hess et al. 1991). Dicha circunstancia, no da la posibilidad de hacer

comparaciones de lo reportado en el presente estudio para K. leucostomum y los espermatozoides
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de otras _especies de tortugas. Sin embargo, Kimsakulvech & Suttiyotin, (2020), en un analisis
detallado.en_los espermatozoides de la tortuga S. crassicollis, midieron el area de la cabeza, del
acrosoma y_de la pieza media. El tamafio promedio, del &rea de la cabeza de los espermatozoides
haploides del pochitoque tropical, es 17.8+0.20 pm?, dicho valor, muestra similitud con el tamafio
promedio de la cabeza de los espermatozoides de S. crassicollis con 17.14+0.20 pm?. No obstante,
la cabeza de los espermiatozoides aneuploides, del pochitoque tropical, con 20.3+0.42 pm? son mas
grandes que los espermatozoides de la especie mencionada. El area del acrosoma, de los
espermatozoides aneuploides-del pochitoque tropical, guarda similitud en tamafio, con respecto a
los espermatozoides de S. crassicollis, con el area acrosomal promedio de 0.85+0.01 pum? y
0.84+0.04 um? respectivamente. Pop otro lado, el area acrosomal para las células espermaticas
haploides, es menor al tamafio promedio del area acrosomal de las células espermaéticas de S.
crassicollis ya que miden en promedio’ 0.74+0.01 um?. En cuanto al area de la pieza media,
reportada en este estudio, las células espermaticas aneuploides del pochitoque tropical, poseen
tamafio promedio mas grande (3.80+0.24 um?)que la pieza media de S. crassicollis (3.67+0.16
um?). En este estudio, la longitud total de_los espermatozoides, fue de 72.3+2.52 umy 73.1+2.17
para los espermatozoides haploides <y, ~aneupleides respectivamente. Por lo cual, los
espermatozoides del pochitoque tropical, sen-mas larges que los espermatozoides de las tortugas
M. caspica con 50 um de longitud (Al-Dokhi‘etal. 2007),.€. picta con 50-55 pum de longitud (Hess
et al. 1991); P. sinensis con 70 um de longitud (Bian et al#2013); S. crassicollis con 71.3+1.55
pum de longitud (Kimsakulvech & Suttiyotin, 2020). Sin embargostla tortuga P. scripta elegans (T.
scripta elegans) presenta espermatozoides mas largos que K. feucostomum, con 70-75 um de
longitud (Kaplan et al. 1966).

Las biometrias de la cabeza y del nlcleo espermatico, permitieron la distincién de dos poblaciones
de células espermaticas, las haploides normales y las aneuploides anormales:\Los espermatozoides
aneuploides, son citomorfologicamente similares a los espermatozoides haploides?No obstante, los
espermatozoides aneuploides, presentaron incremento en el tamafio de la cabezay_de_la biomasa
del ADN nuclear. A si pues, las celulas espermaticas haploides (normales), presentaron valor 1C=
2.35+0.07 pg vy las células espermaticas aneuploides (anormales) valor 1C+xn= 2.9620:13.pg. En
otras tortugas de la familia Kinosternidae, se ha estimado el contenido nuclear diploide apartir del
analisis de células eritrocitarias, en K. subrubrum el valor 2C es de 5.60+0.14 pg, mientras que en
Sternotherus odoratus, el valor 2C es de 5.30+0.08 pg (Olmo, 1976). Tales resultados, Son

correspondientes con lo reportado en el presente estudio. Distintos niveles de ploidia, han sido
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reportados en otras especies de tortuga, a partir del analisis de células somaticas de tipo
eritrocitario, reportaron especimenes mosaicos de la tortuga Platemys platycephala, desde
diploides hasta tetraploides (Bickham et al. 1993). Sin embargo, los especimenes mosaicos,
mostraron gametos haploides independientemente del nivel de ploidia de las células somaticas. En
dicho sentido, Bickham et al. (1988), reporto la presencia de células aneuploides eritrocitarias en
P. scripta (T. scripta). En otro estudio de evaluacidn espermatica, Gosalves et al. (2016), reportaron
diferencias en el nivel“de.ploidia, en especimenes de C. porosus, donde mediante el analisis
morfométrico del ndcleo. -espermatico, describen el hallazgo de tres poblaciones de

espermatozoides, aquellos normales (n-1C) y los espermatozoides anormales (n-2C y 2n-4C).

61| Pagina



VIll.- CONCLUSIONES

En el presente estudio, se registrdé la primera obtencion exitosa de semen mediante

tratamiento hormonal, asi también la primera evaluacion de los pardmetros fisioldgicos y
morfologicos, implicados en la calidad espermatica en una especie de tortuga dulceacuicola
tropical en el mundoe y\por tanto en el estado de Tabasco, México, utilizando como modelo al
pochitoque tropical K.4eueostomum. Por otro lado, se reporta también por primera ocasion en la
especie, la ocurrencia de ‘celulas espermaticas haploides normales y aneuploides anormales, con
tendencia hacia la diploidia.
En lo que respecta al pochitoque tropical, es la primera ocasion que se reporta un hallazgo de
mosaismo espermatico. El principio del citado evento celular de origen meidtico queda como una
incdgnita, que se deberia resolver basado’en dos hipotesis, la primera de ellas fundada en su origen
por hibridacion y la segunda como consecuencia de eventos forzados por las actividades
antropogénicas, sobre los habitats naturales=donde esta especie vive en las tierras bajas de los
pantanos de Tabasco, en el sureste de/México.
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