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RESUMEN

México es un pais megadiverso, posee 8.7% de los reptiles del mundo, siendo el
segundo pais con mayor biodiversidad de reptiles, de las cuales 393 son serpientes,
este grupo es utilizado desde la época prehispanica por diferentes culturas como
recurso zoogenético, haciendo uso de partes como la carne, grasa, piel, hiel y el
cascabel. Lamentablemente sus poblaciones estan siendo mermadas por
actividades antropogénicas lo que hace importante el realizar estudios
reproductivos en este grupo. Este estudio tuvo como objetivo determinar el rango
de osmolaridad del espermatozoide en ofidios, lo que permitira mantener la
viabilidad y morfologia del espermatozoide, ya que al utilizar diluyentes
comerciales para conservar dichos espermatozoides no han sido efectivos, al
provocarles alteraciones morfologicas. Se utilizaron 4 géneros de serpientes (Boa,
Crotalus, Morelia y Pituophis) de las cuales se obtuvieron eyaculados por
estimulacion manual, colectadas por impronta y colocados en soluciones a
osmolaridades de 420, 440, 460 y 480 mOsm/L. Los espermatozoides de
serpientes, presentan rangos de osmolaridad en el rango de 420 a 480 mOsm/L. La
respuesta al choque osmotico, se visualiza en el hinchamiento de la membrana
plasmatica en la region de la cabeza, pieza media y flagelo, probablemente por la
presencia de membrana redundante en estos ejemplares, en la region acrosomal no
se visualizan cambios membranales en las diferentes osmolaridades, indicando una
importante regionalizacion de los dominios membranales.
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Zoogenético.




OSMALRITY IN REPTILE SPERM

ABSTRACT

Mexico is a diverse country, has 8.7% of reptiles in the world, being the second
highest biodiversity of reptiles, of which 393 are snakes, this group is used since
pre-Hispanic times by different cultures as a genetic resource, using parts such as
meat, fat, skin, gall and rattle. Unfortunately their populations are being depleted
by human activities pressing are reproductive studies in this group. This study
aimed to determine the range of osmolarity of sperm in snakes, which will
maintain the viability and morphology of sperm, because by using commercial
extenders to keep those sperm have not been enough, to maintain morphological
structure. Four males Boa, Crotalus, Morelia and Pituophis was stimulated by
manual method semen extraction. Semen was collected and mix solution of 420,
440, 460 and 480 mOsm/L. Sperm snake have a proper range at 420-480 mOsm /
L. Plasmatic membrane the head, midpiece and flagella region respond to osmotic
shock, probably by the presence of redundant membrane in these specimens,
acrosomal membrane not respond to osmotic shock, showing a regionalization of
membrane domains.
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INTRODUCCION

México es el pais que cuenta con la mayor diversidad reptiles en América, posee
864 especies de las cuales 417 son lagartijas, 393 serpientes, 48 tortugas, 3
anfisbénidos y 3 cocodrilos (Flores-Villela & Garcia-Vazquez, 2014). La
presencia de esta diversidad ha sido utilizada por las culturas prehispanicas en su
arquitectura (Bueno, 2000 y Ojeda, 2004), como parte de las creencias misticas y
fundamental para la medicina tradicional (Fuentes-Mascorro, 2014). Su empleo
como en este ultimo rubro, trasciende hasta la época actual en la que se expende
como remedio para padecimientos de la piel, cancer, Sindrome de
Inmunodeficiencia adquirida (Gémez et al., 2005). La riqueza herpetofaunistica de
Meéxico, genera la interaccion entre serpientes y humanos, las cuales terminan
generalmente con la muerte de alguno de los dos organismos en el mejor de los
casos y en el peor con la defuncion de los dos, por lo que la produccion de
faboterapicos para el tratamiento de las mordeduras, requiere mantener ejemplares
en cautiverio, muchos de los cuales provienen del comercio ilegal y son
decomisados en M¢xico por la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente
(Fuentes-Mascorro et al, 2014). Estos ejemplares son resguardados en los



Institutos que producen los faboterapicos y en los zooldgicos, por lo que es comiin
encontrar que el macho y la hembra de la misma especie, se encuentran a
kilometros de distancia. Con la finalidad de poder emplear técnicas de
reproduccion asistida en estos ejemplares se han empleado diluyentes comerciales
como el Tyrode en el cual ha sido posible, mantenerlos viables hasta por seis horas
(Fuentes-Mascorro et al., 2014). A pesar de esto se ha observado, la persistencia
de choque hipoosmotico, en los espermatozoides de estos ejemplares, por lo que el
objetivo del presente estudio fue determinar el rango de osmolaridad del
espermatozoide en ofidios

MATERIAL Y METODOS

Muestra biologica: Se emplearon machos de Boa constrictor, Crotalus molossus,
Crotalus culminatus, Morelia spilota y Pituophis deppei, los cuales fueron
manejados por el personal del herpetario, utilizando los protocolos de seguridad
adecuados, el semen se extrajo empleando la técnica no invasiva descrita por
(Fuentes-Mascorro et al, 2014).

Soluciones de trabajo: En el laboratorio se prepararon soluciones de fructosa a
420, 440, 460 y 480mOsm/L, en agua tridestilada.

Muestra experimental: en tubos eppendorf, se colocaron 200uL, de cada solucion,
con una pipeta de SuL, se fueron tomando gotas para traspasar el eyaculado del
portaobjetos en que se colecta al tubo eppendorf, quedando resuspendidos donde
permanecieron en incubacion a 28°C.

Tiempos: se considera tiempo cero al semen del portaobjetos donde se realiz6 la
colecta, se realizo un frotis de las muestras 12, 24 y 48 horas, posteriores a su
obtencion.

Laminillas para evaluacion: se realizaron frotis colocando 5 pl de la tincion
supravital eosina-nigrosina (Edition, 2010) y 5 uLL de la muestra a evaluar.
Evaluacion choque hipoosmotico: se emplearon los criterios descritos por
Jeyendran et al., 1984, los frotis se observaron en un microscopio fotoénico a 400
aumentos, se contaron 200 espermatozoides en al menos cinco campos,
agrupandose de acuerdo con el tipo de hinchamiento que presentaron,
calculandose el porcentaje para cada grupo.

RESULTADOS Y DISCUSION

El semen obtenido de las serpientes por estimulacién manual, se colecta por
impronta debido a su viscosidad y los pequefios volumenes que representa, se ha
podido conservar a estos en diluyentes comerciales (alrededor de 300mOsm/L),
por periodos de hasta seis horas, pero se ha observado que presentan hinchamiento
en flagelo y cabeza (Fuentes-Mascorro ef al., 2014), respuesta que se presenta en



espermatozoides con membrana funcional, ante un choque hipoosmoético. Ante la
presencia de este fendmeno, se realizé un estudio piloto con osmolaridades de 200,
300, 400 y 500 mOsm/L, encontrando que entre 400 y 500 mOsm/L, disminuia el
numero de espermatozoide hinchados. Por lo que se probaron las osmolaridades de
420, 440,460 y 480 mOsm/L.

Tabla I. Resultados de diferentes osmolaridades en espermatozoides de Boa constrictor, Crotalus
culminatus, Crotalus molossus, Morelia spilota y Pituophis deppei (Different osmolarities results on
sperm to Boa constrictor, Crotalus culminatus, Crotalus molossus, Morelia spilota and Pituophis

deppei)

Boa constrictor Crotalus culminatus
Osmolaridad mOsm/L Osmolaridad mOsm/L
420 440 460 480 420 440 460 480
Tiempo (horas) (%) hinchamiento Tiempo (horas) (%) hinchamiento
0 0 0 0 0 0 17 78 15 10
12 0 12 455 54 12 30 9 10 10
24 30 24 1,32 59 24 81 45 9 40
48 0 48 10 5 48 86 2 2 5
Crotalus molossus Morelia spilota
Osmolaridad mOsm/L Osmolaridad mOsm/L
420 440 460 480 420 440 460 480
Tiempo (horas) (%) hinchamiento Tiempo (horas) (%) hinchamiento
0 49 0 21 20 0 8 60 4 30
12 9 12 2 0 12 9 50 1 56
24 9 24 2 0 24 2 58 0 44
48 0 48 0 1 48 0 51 0 42
Pituophis deppei
Osmolaridad mOsm/L
420 440 460 480
Tiempo (horas) (%) hinchamiento
0 57 0 0 0
12 53 12 0 11
24 53 24 0 14
48 46 48 0 13

Los resultados de la tabla I, de Boa constrictor, indican que si el semen se emplea
en fresco se deberian utilizar diluyentes entre 420 a 480 mOsm/L y para un uso de
hasta doce horas lo conveniente serian soluciones de 420 a 440mOsm/L. Para
Crotalus culminatus, el empleo de semen puede hacerse en un rango de
osmolaridades de 460 a 480 mOsm/L, en periodos de tiempo desde semen en
fresco hasta conservado por 48 horas, a 28°C, que es la temperatura cloacal de los
reptiles del herpetario Reptilium, que mantiene controlado el clima. Crotalus
molossus, presenta datos que indican un rango de osmolaridad, de 420 a 480



mOsm/L, mayor rango que el de culminatus, pero con periodos de 12 a 48 horas,
que son mas cortos. Morelis spilota, a 420 y 460 mOsm/L, parecen ser las
osmolaridades mas cercanas a las de este espermatozoide, sin embargo en la
osmolaridad de 440 que es intermedia, se incrementan el porcentaje de
espermatozoides con choque hipoosmético, dificultando la interpretacion de este
resultado, en esta especie en particular, las muestras se tomaron hacia el final de la
temporada reproductiva. Para Pituophis deppei, en el momento de la obtencion los
rango de 460 a 480 mOsm/l, se presentaron los mayores porcentajes de
hinchamiento y en 460mOsm/L, se mantuvieron de 0 a 48 horas.

En las familias Colubridae, Elapidae, Boide, Leptotyphlopidae, Typhlopidae y
Anomalepididae, se encuentra reportada la existencia de membrana redundante en
la cabeza del espermatozoide, en Viperidae se encuentran dos excepciones a esta
sinapomorfia que son Bothrops alternatus y Bothrops diporus, que no la
presentan, contrastando con los Crotalus y Vipera aspis (Cunha et al., 2008), que
pertenecen a la misma familia (Gribbins & Rheubert, 2011), los ejemplares del
presente estudios, por tanto presentan esta caracteristica, por lo que los datos no se
pueden interpretar de manera tan sencilla como en los mamiferos, en los cuales el
estrés hipoosmoético se refleja en el enrollamiento del flagelo (Jeyendran et al.,
1984). Los porcentajes presentados en las tablas, corresponden a todos los
cambios, que el choque hipoosmotico, causo en los espermatozoides de los
reptiles. En la figura 1, se presentan dos espermatozoides con la forma tipica del
espermatozoide reptiliano (Jamieson, 1995), con un incremento en el ancho de la
cabeza, que indica la respuesta a el cambio de osmolaridad, muy probablemente se
presenta primero en la cabeza, por la presencia de la membrana redundante. En la
figura 2 del lado izquierdo se aprecia un espermatozoide normal y el de la derecha
presentan una claro incremento del ancho de la cabeza, conservandose la
integridad de la membrana del acrosoma, contrastando fuertemente con el
espermatozoide de los mamiferos en el que esta estructura es la primera en sufrir
cambios membranales. La figura 3 muestra un espermatozoide con la cabeza
totalmente distendida, que conserva la continuidad de la membrana celular en la
region del nucleo y en la zona acrosomal, no presenta cambios. En la figura 4 se
muestran diversas formas de enrollamiento del flagelo, que involucran a la pieza
media, contrastando con los de mamiferos en los cuales solo la cola del flagelo
sufre enrollamiento, en la pieza media del espermatozoide de las serpientes
también se ha reportado la presencia de membrana redundante (Gribbins &
Rheubert, 2011).



Figura 1. Espermatozoides de Crotalus 1000 X, la barra indica 10 um. (Crotalus spermatozoa at
1000X, bar indicator 10 um).

Figura 2. Espermatozoides de Crotalus a 1000X. La barra indica 10 um. (Crotalus spermatozoa at
1000X, bar indicator 10 um)

Figura 3. Espermatozoide de Crotalus 1000X. La barra indica 10 pm. (Crotalus spermatozoa at
1000X, bar indicator 10 um)



Figura 4. Espermatozoides de Crotalus 400X. (Crotalus spermatozoa at 400X).

CONCLUSIONES

Los resultados muestran que el semen obtenido de las serpientes, presenta
heterogenidad espermatica, que podria explicar la elevacion y disminucion de los
porcentajes de hinchamiento a pesar de que las osmolaridades son ascendentes. La
respuesta de los espermatozoide de serpientes a el choque hipoosmotico, incluye
enrollamiento de pieza media y flagelo e hinchamiento de cabeza y pieza media,
muy probablemente debidos a la presencia de la membrana redundante en estos
ejemplares. La membrana celular de la region acrosomal, se mantiene sin presentar
cambios, en todas las osmolaridades evaluadas. Las respuestas observadas indican
una regionalizacion altamente especializada de la membrana celular del
espermatozoide.
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