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RESUMEN

Los ajolotes Ambystoma mexicanum y Ambystoma velasci son anfibios endémicos de la Cuenca de México,
actualmente se encuentran en riesgo debido a la disminucion de sus poblaciones silvestres. Una alternativa
para su conservacion es la reproduccion en cautiverio, siendo la induccion hormonal una de las estrategias
mas viables. El objetivo fue evaluar la respuesta reproductiva de A. mexicanum y A. velasci mediante la
estimulacién hormonal con gonadotropina coriénica humana (GCH) con dos formas de aplicacion. Se
seleccionaron nueve parejas de cada especie, distribuidos en tres tratamientos: un grupo control sin hormona
y dos grupos estimulados con 250 Ul de GCH, pero con aplicaciones asincronicas y sincronicas de la
hormona. Sin embargo, la reproduccion de A. mexicanum y A. velasci es posible con la estimulacion
hormonal asincroénica; siendo mas marcada cuando se aplica por segunda vez en el macho y de forma
sincrénica a la hembra, registrandose mayor porcentaje de viabilidad de huevos. Por lo que para mejorar el
éxito reproductivo se sugiere realizar mas estudios para conocer la cantidad exacta y estimular la
reproduccion en dichas especies.

Palabras clave: Ajolote, conservacion, estimulacion hormonal, ex situ.
ABSTRACT

The axolotls Ambystoma mexicanum and Ambystoma velasci are endemic amphibians of the Basin of
Mexico, currently they are at risk due to the decrease in their wild populations. An alternative for its
conservation is reproduction captivity, with hormonal induction being one of the most viable strategies. The
objective was to evaluate the reproductive response of A. mexicanum and A. velasci through hormonal
stimulation with Human Chorionic Gonadotropin (HCG) with two forms of application Nine pairs of each
species were selected, distributed in three treatments: a control group without hormone and two groups
stimulated with 250 1U of HCG but with asynchronous and synchronous applications of the hormone. The
application of the GHC in both species, as well as the weight and height did not show significant differences
(P> 0.05). However, the reproduction of A. mexicanum and A. velasci is possible with asynchronous
hormonal stimulation; being more marked when it is applied for the second time in the male and
synchronously to the female, registering a higher percentage of egg viability. Therefore, to improve
reproductive success, more studies should be done to understand to know the exact amount and stimulate
reproduction in these species.

Index words: Axolotl, conservation, hormonal stimulation, ex situ.
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INTRODUCCION

Los anfibios caudados son un grupo de vertebrados con una gran diversidad, la Unién Mundial para la
Conservacion de la Naturaleza menciona que aproximadamente un tercio de los anfibios se encuentran en
peligro de extincidon, y alrededor de 120 especies han desaparecido (SEMARNAT, 2018). México se
considera el quinto pais con mayor riqueza de anfibios, especificamente el grupo de las salamandras de la
familia Ambystomatidae presentan un grado de endemismo del 88.8%, a nivel nacional 164 especies estan
amenazadas lo cual resalta la importancia de este grupo (Parra-Olea et al., 2014).

Los ajolotes Ambystoma mexicanum y Ambystoma. velasci son urodelos endémicos de México cuyas
poblaciones se han visto reducidas en los ultimos afios debido a una serie de presiones antropogénicas entre
las que se encuentran; el cambio de uso de suelo, fragmentacion de su hébitat, introduccion de especies
invasoras, sobreexplotacion, contaminacion y enfermedades que afectan gravemente sus poblaciones (Ortiz-
Ordofiez et al., 2016; SEMARNAT, 2018 VVazquez et al., 2017; Mendoza et al.; 2019; Vazquez et al., 2019)
situando A. mexicanum como especie en peligro de extincion y A. velasci como especie sujeta a proteccién
especial en la NOM-059-SEMARNAT-2010. Debido a esto se han buscado estrategias para la conservacion
de la diversidad de las especies endémicas que se encuentran en alguna categoria de riesgo o peligro de
extincion como lo es su reproduccion y crianza ex situ (Ananjeva et al., 2015). La reproduccion es una
importante herramienta para la comprension de su biologia y tiene como propoésito la conservacion de las
especies, pero actualmente el nimero de anfibios reproducidos y criados en cautiverio es minimo (Wild,
2009; Ananjeva et al., 2015, Jiménez et al., 2017). El ciclo reproductivo incluye varios componentes como
es la gametogénesis, fecundidad, duracion del desarrollo embrionario, edad reproductiva, esfuerzo
reproductivo, limitaciones ambientales y el cuidado parental (Aguilar-Miguel et al., 2009).

En los anfibios las sefiales externas del medio ambiente son las responsables de la produccion hormonal
a través del hipotalamo, la hipdfisis y las génadas (Norris, 2011), la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) es producida en el hipotalamo y es la encargada de estimular la liberacion de las gonadotropinas
hipofisarias a través de la circulacion sanguinea, estas gonadotropinas promueven el desarrollo de las
gbnadas, la formacion de gametos, la produccion de hormonas sexuales, y la estimulacion del desove
(Obringer et al., 2000; Norris y L6pez, 2010).

La induccion hormonal es una técnica utilizada para la reproduccion de diferentes especies con dificultad
de reproduccién en cautiverio, ya sea con fines de comercio o de conservacion (Kouba, et al., 2009; Jiménez
et al., 2017). Se han utilizado sustancias inductoras en diferentes concentraciones y combinaciones como
son; la hormona gonadotropina coriénica humana (GCH), la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH),
la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), buscando activar el eje Hipotalamo-
Hipofisis-Génada fuera de la época reproductiva y activar la conducta sexual y por consiguiente la
espermatogénesis en machos y/o la ovulacion en las hembras (Aguilar- Miguel et al., 2009 Trujillo et al,
2015).

Actualmente, los trabajos sobre la reproduccion por medio de induccion hormonal en especies silvestres
han sido recientes y escasos debido a su dificil acceso y desconocimiento biolégico; en el caso de los
anfibios, la mayoria de los estudios se han centrado en anuros como Rana pipiens y Xenopus laevis, mientras
que especies del género Ambystoma han sido escasamente estudiadas en cuanto a su estimulacion para la
reproduccion (Aguilar-Miguel et al., 2009). Por consiguiente, es necesario realizar estudios sobre la biologia
de reproduccion ex situ de las especies A. mexicanum y A. velasci y complementada con un buen manejo, y
nutricion se puedan realizar estrategias para su conservacion (Casas—Andreu et al., 2004). Es por ello que
el objetivo de este trabajo fue evaluar la reproduccién de Ambystoma mexicanum y Ambystoma velasci
mediante la estimulacion hormonal con gonadotropina coriénica humana con dos formas de aplicacion
asincronica y sincronica.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el laboratorio de Limnobiologia y Acuicultura de la Universidad Autonoma
Metropolitana, Unidad Xochimilco, utilizando dos colonias de Ambystoma mexicanum y de Ambystoma
velasci de dos afios de edad. Considerando los caracteres sexuales de machos y hembras fueron
seleccionadas 18 parejas de ajolotes, de las cuales nueve correspondieron a A. mexicanum (nueve machos
con un Peso promedio=105g+10.64, Longitud Total=24cm=0.64, Longitud Hocico-Cloaca=12.45cm+0.31
y nueve hembras con Peso promedio=105.99+10.34, Longitud Total=23.44cm+1.21y Longitud Hocico-
Cloaca=11.73cm+0.59) y nueve parejas de A. velasci (hueve machos con un Peso promedio
=102.48¢g+21.53, Longitud Total=23.16cm +1.60 y Longitud Hocico-Cloaca=12.59cm+0.82 y nueve
hembras con Peso promedio=108.7g+21.32, Longitud Total= 24.47cm +1.63 y Longitud Hocico-Cloaca=
12.71cm=0.53). La alimentacion de los reproductores se basé en una dieta basal de gusano de fango Tubifex
spp a una tasa de alimentacion del 10% de su peso. El ensayo consistié en tres tratamientos para cada
especie, un grupo control a las cuales no se les suministré6 hormona para su reproduccion (parejas C1, C2y
C3), un grupo estimulado con hormona la cual se aplicd de forma asincrénica (parejas Al, Al y A3), es
decir, la hormona se aplicé primero al macho y ocho dias después a la hembra, y por Gltimo otro grupo
donde se administré inicialmente la hormona al macho y transcurridos ocho dias de forma sincrénica se
suministrd dicha hormona al macho y a la hembra (parejas B1, B2 y B3). En ambos tratamientos se aplicaron
250 Ul de Gonadotropina Coriénica Humana (HCG; (Choriomon®), administrada con base al peso de cada
ejemplar de acuerdo al método propuesto por Armstrong y Gillespie (1989).

Antes de la estimulacion hormonal cada pareja fue anestesiada con aceite de clavo (100 pL/L) para
posteriormente inyectar la hormona via intramuscular a hembras y machos. Al inicio y final del ensayo se
registré la Longitud Total (LT), Longitud Hocico-Cloaca (LHC) y peso de cada organismo. Pasado el efecto
de la anestesia cada pareja fue colocada en diferentes unidades experimentales con agua libre declorada y
constante aireacion. Una vez que los reproductores de ajolote fueron estimulados se introdujo en cada tina
Casuarina spp como sustrato para la fijacion del desove, todas las parejas fueron monitoreados diariamente
para identificar la presencia del espermat6foro asi como de algin desove, una vez registrada la presencia de
desoves se contabilizaron los huevos y se revisé la viabilidad de éstos; cada cinco dias se realizé un recambio
parcial de agua en todas las tinas de reproduccion, el periodo que se dejaron emparejados fue de ocho dias
a partir de la estimulacién hormonal Por altimo, los datos del peso, LT y LHC iniciales y finales se
compararon en un Analisis de la Varianza con una Prueba de Tukey en el programa JMP para identificar
diferencias significativas entre sexos de ambas especies (P<0.05). Las variables reproductivas como
presencia de espermat6foros, desoves, viabilidad de los huevos y porcentaje de eclosion fueron registradas
en un cuadro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados indicaron que las parejas de la especie A. mexicanum del grupo control no mostraron alguna
respuesta reproductiva como la presencia de espermato6foros o deposicidn de huevecillos; mientras que, en
el tratamiento A con estimulacién hormonal asincronica se registro la presencia de espermatéforo y desoves,
cabe mencionar que solo el desove de la pareja Al fue viable (Cuadro 1). En el tratamiento B con
estimulacion hormonal sincronica de esta misma especie, la hembra de la pareja B3 desovo, pero no hubo
liberacion de espermat6foro por parte del macho.

En laespecie A. velasci la pareja control C3 registré la presencia de un espermatéforo y un desove viable
(Cuadro 1). Por otra parte, las hembras del tratamiento A (estimulacion hormonal asincronica) lograron
desovar, pero debido a que los machos no liberaron los espermat6foros no hubo fecundacion en los huevos,
asi mismo las parejas del tratamiento B (estimulacion hormonal sincronica) no tuvieron éxito en la
reproduccion.
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Cuadro 1. Variables reproductivas de las parejas de ajolotes Ambystoma mexicanum y Ambystoma velasci estimuladas
con hormona GCH.

Control Trat. A Trat.B Control Trat. A Trat. B
Variables A. mexicanum A. velasci

reproductivas
Cl C2C3 Al A2 A3 B1 B2B3 C1C2C3 Al A2 A3 Bl B2 B3

Presencia de

; - - + + + - - - - - + - - - - - -
espermatoforo
Presenciade L L L . _ L . . & 4+ o+
desove
Namero de o oo 1 1 1 - -1 0 0 1 1 1 1 0 o0 O
desoves
NUmero de
huevos por 0O 0 0 179 298 405 - - 15 0 O 392 314 402 382 0 0 O
desove
Periodo de
incubacion - - - 15 - - - - - - - 13 - - - - - -
(dias)
% de viabilidad . - 95 - - . ... B4 - - - - -
% de eclosion 06 - - - - - - . 35 - - - -

(-) Ausencia de la variable, (+) Presencia de la variable

En los cuadros 2 y 3 se muestran los valores promedio de Peso, Longitud total y hocico-cloaca inicial y
final de cada tratamiento para cada especie, por lo que después del periodo de reproduccién indican
diferencias significativas (P<0.05) para el peso en machos y hembras, en cuanto al tamafio son muy similares
las tallas al inicio y al final del ensayo, lo que concuerda con Aguilar-Miguel et al. (2009) donde tampoco
encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre sexos en el tamafio inicial y final durante la
reproduccion de dos especies de Ambystoma sp.

La liberacién de desoves sin fecundar por parte de las hembras estimuladas en ambas especies de ajolote
y de una hembra del grupo control de A. velasci, puede ser atribuido a que las hembras al ser estimuladas
por hormonas o por las condiciones adecuadas del medio ambiente se ven obligadas a desovar, incluso sin
haber recibido estimulo por parte de los machos (Browne y Zipper, 2007), mientras que la respuesta a la
estimulacién hormonal con GCH fue positiva en las hembras de ambas especies. Este comportamiento
concuerda con lo reportado por Browne y Zipper (2007) quienes mencionan que en el proceso de
maduracion gonadal de las hembras hay una disminucion en la secrecidn de estradiol y un aumento en la
produccion de testosterona y progesterona lo que da origen al desove. Por otra parte, se observé que todos
los machos de A. velasci y los machos de la estimulacion hormonal del tratamiento B de A. mexicanum aun
cuando fueron inducidos la hormona no tuvo una respuesta en la espermatogénesis y el comportamiento
reproductivo como lo es la liberacion del espermat6foro, una posible explicacion es que la hormona fue
reducida en concentracion y no logré estimular la liberacion hipofisiaria de las hormonas gonadotropicas
propias de la especie (Trudeau et al., 2010; Norris y Lopez, 2010), sino que actu6 mediante la imitacion de
la hormona luteinizante pasando por alto el eje hipotdlamo-hipdfisis (Whitaker, 2001). Kouba y Vance
(2009) hacen referencia que la aplicacion de la gonadotropina coriénica humana suele tener baja efectividad
para algunas especies al no estimular el apareamiento lo que pudo haber influido en los machos al aplicarse
una dosis menor a la de otros autores.
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Cuadro 2. Valores promedio de talla y peso inicial y final de las parejas de ajolotes Ambystoma mexicanum del ensayo

de estimulaciéon hormonal.

Tratamiento A. mexicanum

Variables Control . TratamientoB EEM P
Tratamiento A

Inicial machos
N 3 3 3
Peso(g) 106.66 +4.61 115.9+ 4.15 92.83+2.59 2.321  0.0001
LT (cm) 23.83 £0.11 24+ 0.43 24.16%1.12 0.414 0.854
LHC (cm) 12.7+2.17E-15 12.46+0.41 12.2+0.15 0.150 0.140
Inicial hembras
n 3 3 3
Peso(g) 98 £6.92 108.66+ 15.04  111.03+2.95 5.609 0.290
LT (cm) 22.46 +0.11 24.6+1.05 23.26+ 1.15 0.523 0.071
LHC (cm) 11.4+0 11.73+0.80 12.06+ 0.66 0.349 0.451
Final machos
n 3 3 3
Peso (g) 107.33 £2.30 116.36+ 3 93.33+4.12 2.099  0.0007
LT (cm) 23.9+0.1 24.1+0.43 24.4+1.06 0.390 0.677
LHC (cm) 12.56 + 0.05 12.43 +0.37 12.2+0.09 0.131 0.218
Final hembras
n 3 3 3
Peso (g) 99 +4.35 108.86+ 14.40 111+2.64 5.093 0.281
LT (cm) 22.56 + 0.05 24.66+ 0.85 23.33+1.10 0.465 0.048
LHC (cm) 11.4+£0.17 11.6 £0.72 12.06+ 0.50 0.299 0.350

n= NUmero de ajolotes por tratamiento LT= Longitud Total, LHC= Longitud hocico cloaca.

Cuadro 3. Valores promedio de talla y peso inicial y final de las parejas de ajolotes Ambystoma velasci del ensayo de

estimulacion hormonal.

Tratamiento A. velasci

Variables Control . Tratamiento B EEM P
Tratamiento A

Inicial machos
n 3 3 3
Peso(Q) 125+4.58 91.8+19.51 90.63+17.61 8.896  0.050
LT (cm) 24.33+0.28  22.56+ 1.88 22.56+1.88 0.892 0.339
LHC (cm) 12.7+£0.23 125+1.12 12.5+1.12 0.536 0.922
Inicial hembras
n 3 3 3
Peso(Q) 128.1 £29.88 100.43+ 4.65 97.56+7.15 10.358 0.149
LT (cm) 25.9+0.34 23.76x£ 1.72 23.76x 1.72 0.820 0.186
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LHC (cm) 13.33+0.28 12.4+0.3 12.4+0.3 0.171  0.012
Final machos

n 3 3 3

Peso (g) 124 £5.19 89.66+ 17.03  90.03%15.65 7.904 0.034
LT (cm) 24.33+0.28 22.56+1.88 22.56+ 1.88 0.892 0.338

LHC (cm) 12.7+0.3 1253+ 1.07 12.56+ 1.27 0.564 0.976
Final hembras

n 3 3 3
Peso (9) 128 £29.54  96.03+6.51 96.33+6.02 10.283  0.113
LT (cm) 259+0.05 23.76+1.72 23.76+1.72 0.819 0.185

LHC (cm) 13.26 £0.15 12.43+0.20 12.36+ 0.15 0.101  0.001

n= Numero de ajolotes por tratamiento LT= Longitud Total, LHC= Longitud hocico cloaca.

Sin embargo, estudios como el de Armstrong y Gillespie (1989), Aguilar-Miguel et al. (2009) y Jiménez
et al. (2017) muestran resultados favorables al reproducir diferentes especies Ambystoma sp con dosis altas
de gonadotropina coriénica humana de 350, 500 Ul, y 750, 900 Ul aplicada a hembras y machos, con una
fecundidad del 26 al 90%, teniendo de 400 a 500 huevos aproximadamente; sin embargo, el trabajo realizado
por Yéfez et al. (2017) registro que la induccion hormonal en A. velasci incremento la aceleracion en la
deposicion de espermatéforos por parte de los machos asi como el comportamiento reproductivo de las
hembras aplicando una dosis de 250 Ul de hormona con induccion simple teniendo un promedio de 1011
huevos de los cuales el 81.8% resultaron viables, mientras que en el tratamiento con induccién doble se
registré presencia desoves con un promedio de 278 huevos con una viabilidad del 91.72%, el resultado
obtenido es mayor al de este trabajo aun que se aplicd la misma cantidad de hormona pero a pesar de ello
esto demuestra que la induccién hormonal es una opcidn viable para conservacion de la especie en cautiverio
por lo que se recomienda seguir el desarrollo embrionario de los huevos obtenidos por este método.

Por otra parte Bonilla et al. (2018) reportaron que usando una dosis mas alta de GCH (5000 Ul)
suministrada a parejas de A. mexicanum con aplicacion asincrénica es posible estimular el comportamiento
reproductivo y obtener desoves viables, pero hay que tener en cuenta que la respuesta ante la cantidad vy el
intervalo de la induccién varian drasticamente entre cada especie (Browne y Zipper, 2007), por lo que se
requieren mas pruebas con varias concentraciones para optimizar su uso en otras especies como las de este
trabajo ya que aun que se usé una dosis de 250 Ul si se logré la reproduccion en las parejas inducidas de
manera asincronica de A. mexicanum y en hembras de A. velasci, observandose desoves al dia siguiente de
la estimulacion y que lograron ser viables.

Rangel-Ramirez (2017) menciona que el uso de hormonas liberadoras de gonadotropinas en la
reproduccion de anfibios han demostrado que son la alternativa mas viable para la conservacion de las
especies en cautiverio ya que facilitan la obtencion de desoves de buena calidad, pero también depende de
la hormona que se esté utilizando, ya que ademas del uso de la gonadotropina coriénica humana en anfibios,
otra hormona que ha mostrado resultados favorables en la reproduccion, es la aplicacion de la hormona
acetato de buserelina para la reproduccion inducida en ranas con una alta tasa de fecundacion del 91.42%.
Por lo que es importante estandarizar las técnicas de induccion hormonal para obtener los mejores
resultados, en este caso para los géneros de Ambystoma sp. ya que por sus caracteristicas anatomicas,
fisiologicas, reproductivas y ecoldgicas son modelos viables para su estudio.
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CONCLUSION

La estimulacién hormonal con 250 Ul de GCH con aplicacion asincrénica en A. mexicanum fue positiva
para ambos sexos lograndose la reproduccidn, mientras que en la aplicacion sincronica de esta concentracion
se observé que es insuficiente para estimular el comportamiento reproductivo en machos de A. mexicanum
y A. velasci asi como la induccion asincrénica en esta Ultima, a diferencia de las hembras en donde ambas
formas de aplicacion y dosis si hubo una respuesta en la ovulacion, por lo que para mejorar el éxito
reproductivo se tendran que realizar mas estudios para conocer la cantidad exacta para estimular la
reproduccion en dichas especies sin alterar la fisiologia de las gonadas, ademas se debe considerar la
conducta reproductiva de estas especies para asi poder realizar estrategias para su conservacion ex situ.
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