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COMPETENCIAS DE LA PASANTIA DE INVESTIGACION

1. Implementar la metodologia de campo necesaria para la captura exitosa de
serpientes.

2. Utilizar técnicas adecuadas para la muerte, fijacion y preservacion de los
individuos colectados.

3. Reconocer los caracteres morfologicos propios de Atractus sp. que permitan
distinguir externamente entre machos y hembras.

4. Identificar y describir caracteristicas macroscopicas y microscoépicas del tracto
reproductivo de las serpientes macho denotando las diferencias entre juveniles y
adultos.

5. Realizar cortes histolégicos del tracto reproductivo derecho (testiculo, ducto
deferente y rifibn) permitiendo determinar el estado reproductivo de cada individuo.

6. Describir los estados reproductivos de los machos mediante el analisis de la
espermatogénesis y su variacion en el tiempo para determinar la actividad
reproductiva anual.
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RESUMEN

TITULO: CICLO REPRODUCTIVO DE SERPIENTES MACHO Atractus sp nov
(SERPENTES: COLUBRIDAE) DEL ORIENTE COLOMBIANO?

AUTOR: Gualdrén Duran, Luis Eduardo?

PALABRAS CLAVES: Ampolla deferente, Atractus sp, ciclo espermatogénico,
madurez sexual, segmento sexual del rifidn (Ssk), testiculo.

DESCRIPCION: Se estudi6 la actividad reproductiva anual de serpientes macho
Atractus sp, describiendo aspectos macroscépicos e histolégicos de los tractos
reproductivos en individuos juveniles y adultos colectados durante un afio. La
anatomia macroscopica es en general similar a la reportada en otras especies
tropicales. Atractus sp presenta ampolla del ducto deferente, similar a lo reportado
en otras especies. El segmento sexual del rifion de los especimenes adultos mostré
gran densidad de granulos citoplasmaticos positivos a la reaccion de PAS indicando
la presencia de carbohidratos neutros y actividad secretora continua. EI mismo
organo en los individuos juveniles fue débilmente positivo a la reaccion de PAS y
sin evidencia de actividad secretora en el epitelio luminal. Los individuos juveniles
fueron clasificados en el estado de espermiogénesis temprana, con predominancia
de espermatocitos secundarios y espermatides en metamorfosis en el interior de los
tubulos seminiferos. Todos los individuos adultos estuvieron en espermiogénesis,
los especimenes de todo el afio de estudio presentaron espermatozoides maduros
en el lumen de los tubulos seminiferos, epididimo y conductos excurrentes. El
tamafo de madurez sexual para los machos es de 137 mm LRC (longitud rostro —
cloaca). A pesar del régimen bimodal de precipitacion en la zona de estudio, los
machos de la poblacion de Atractus sp tienen una actividad reproductiva continua
aciclica sin variacion en la actividad gonadal anual, constituyéndose asi en un
recurso permanente para las hembras y la reproduccién de la especie.

1. Trabajo de Grado.

2. Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Directora: Martha Patricia Ramirez Pinilla; Tutor:
Ezequiel Gonzalez Ledn.
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ABSTRACT

TITLE: THE REPRODUCTIVE CYCLE OF MALE SNAKE ATRACTUS SP NOV
(SERPENTE: COLUBRIDAE) FROM EASTERN COLOMBIAN?

AUTHOR: GUALDRON DURAN, Luis Eduardo?

KEY WORDS: Ampulla ductus deferentis, Atractus sp, spermatogenic cycle, sexual
maturity, segment sexual of the kidney (ssk), testis.

DESCRIPTION: We studied the annual reproductive activity of male snake Atractus
sp, describing macroscopic and histological aspects of the reproductive tracts in
juveniles and mature males collected throughout the year. Macroscopic anatomy
was similar in general to others tropical snakes species. Atractus sp showed ampulla
ductus deferentis being similar to reports in other species. The sexual segment of
the kidney of adults specimens showed maximum density of positive reaction
cytoplasmic granules to PAS, which indicate presence of neutral carbohydrates and
continuous secretory activity. The same structure in juveniles individuals was
positive weakly reaction to PAS without evidence of secretor activity in the inner of
luminal epithelium. Juvenile specimens were classified in early spermiogenesis
stage with prevalence of secondary spermatocytes and spermatids in
metamorphosis in the inner walls of the seminiferous tubules. All mature individuals
were classified in spermiogenesis with presence of spermatozoa in the lumen of
seminiferous tubules, epididymis and sexual ducts. The minimum size at sexual
maturity was 137 mm SVL (snout vent length). Although the zone presents a bimodal
rainfall regime, the Atractus sp population has acyclical continuous reproductive
activity without variation in the annual gonadal activity, constituting thus a permanent
recourse for the females and the reproduction of the specie.

1 Degree work

2 Science faculty, Department of Biology. Director: Martha Patricia Ramirez Pinilla, Ph.D. and Tutor:
Ezequiel Génzalez Leodn
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INTRODUCCION

Las serpientes presentan gran flexibilidad en sus tacticas reproductivas, respecto a
la estacionalidad y sincronia intersexos generalmente asociadas a factores
ambientales o vinculados a su historia filogenética (Shine, 2003; Pizzato et al.,
2008a). Se han encontrado machos altamente estacionales en las zonas templadas
cuya produccion de esperma esté restringida a breves periodos de tiempo, justo
antes del periodo ovulatorio de las hembras (Saint Girons, 1982), reservada a los
meses mas calidos (Seigel & Ford, 1987) e incluso machos adultos que podrian no
participar en la actividad reproductiva durante algunos afios (Weatherhead & Boag,
1995). Algunos estudios sefialan que tipicamente los machos de las regiones
tropicales se reproducen todo el afio, alcanzando el estado de madurez antes que
las hembras (Seigel, 1987).

La mayor parte de los estudios reproductivos de serpientes se han enfocado en
especies de zonas templadas (Norteamérica y Europa), siendo predominante el
patrén reproductivo estacional, posiblemente debido a las condiciones climéticas de
estas zonas (Krohmer et al., 1987; Shine, 1993; Barron & Andraso, 2001;; Schuett
et al., 2002; Siegel et al., 2009; Barros et al., 2012). Sin embargo, en zonas
tropicales, a pesar de la gran diversidad de serpientes alin se desconoce la biologia
reproductiva de la mayoria de las especies (Pizzatto & Marques, 2002; Pizzato et
al., 2008b). Los primeros estudios sefialan que la mayoria de serpientes tropicales
se reproducen continuamente (Fitch, 1970, 1972). Sin embargo, analisis mas
recientes demostraron que los patrones reproductivos varian claramente desde
estacional estricto (Shine, 1991; Marques, 1996a), ampliamente estacional (Fowler
et al., 1998) y continuo (Pizzatto & Marques, 2002). Ademas, los ciclos continuos
pueden presentar picos reproductivos (Pizzato et al., 2008), posiblemente por la
amplia variacion climética que determina la fenologia reproductiva de las serpientes
(Pizzatto & Marques, 2006a).

La mayoria de estudios en serpientes neotropicales se han realizado en hembras
(Almeida-Santos & Saloma, 2002; Barros et al., 2012; Resende & Nascimento,
2014), aun cuando los patrones reproductivos suelen ser diferenciales entre sexos
(Scartozzoni et al., 2009; Orofino et al., 2010). Ademas, la mayor parte de los
trabajos en los que se estudian también los machos no incluyen analisis
microscopicos (Pizzatto & Marques, 2007; Pizzatto et al., 2008a,b; Scartozzoni et
al., 2009; Pinto et al., 2010; Orofino et al., 2010). A menudo, los testiculos y ductos
accesorios son examinados macroscopicamente, determinando madurez pero no
condicion testicular, pudiéndose generar conclusiones poco soportadas (Mathies,
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2011). Por otra parte, pocos estudios involucran el segmento sexual del rifidn (SSK,
sexual segment of the kidney, siglas en inglés), que constituye una estructura sexual
dependiente de andrdogenos localizada en la porcion anterior del riidn (Bishop,
1959). Algunos estudios sefialan que la hipertrofia y recrudescencia del SSK es
sincronico con la secrecion de andrégenos y la actividad espermatogénica (Sever &
Hopkins, 2005), indicando relacién directa con el periodo reproductivo (Volsge,
1944; Bishop, 1959; Schuett et al., 2002; Graham, 2006; Aldridge et al., 2011; Rojas
et al., 2013)

El género Atractus comprende serpientes fosoriales ampliamente distribuidas en
Centro y Sur América, desde el Occidente de Panamé hasta el Norte de Argentina
(Giraudo, 2001; Marques et al., 2001). Estudios previos en ocho especies del género
Atractus en Brasil (Martins & Oliveira, 1993; 1998) indicaron reproduccién estacional
en seis de éstas (A. alphonsehoguei, A. major, A. poeppigi, A. schach, A.
snethlageae y A. trilineatus), mientras que las dos restantes presentaron
reproduccion continua (A. latifrons y A. torquatus). Ademas, analisis mas recientes
en Atractus reticulatus y Atractus pantostictus del sur de Brasil (Balestrin & Di-
Bernardo, 2005; Cassimiro et al., 2002, respectivamente) mostraron que las
poblaciones estudiadas presentan un ciclo reproductivo estacional, restringido a los
meses célidos (Septiembre — Marzo), cuando los machos alcanzan la madurez
sexual a los 8 a 10 meses de edad y las hembras entre 11 y 12 meses.

La poblacion de Atractus sp. objeto del presente estudio es una especie en proceso
de descripcién y cuya biologia reproductiva se desconoce. Este estudio hace parte
de un macroproyecto mayor cuyo objetivo es la descripcion de la especie y el
estudio de su biologia reproductiva, ademas del registro de otros aspectos de su
historia natural. En este estudio se describe la actividad reproductiva anual de los
machos de esta poblacion evaluando la variacion mensual de los estados
reproductivos, tamafio de madurez sexual y la relacion entre la actividad gonadal y
el patron climatico del area de estudio definido por la precipitacion.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad reproductiva anual de la serpiente macho Atractus sp.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Describir la morfologia macroscoépica y microscopica del tracto reproductivo,
determinando el tamafio en el que se alcanza la madurez sexual.

o Relacionar la morfologia y morfometria del tracto reproductivo de los machos
con el tiempo y las condiciones ambientales para determinar si existe 0 no
estacionalidad y sincronia en la actividad reproductiva de esta poblacion.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 ZONA DE ESTUDIO

El estudio se realiz6 en La Hacienda Esparta localizada en el municipio de Santa
Barbara, Santander (7,01360689 N -72,89739443 W; altitud 2200 m) en la Cordillera
Oriental de los Andes colombianos. La zona presenta un régimen de precipitacion
bimodal tetraestacional con dos picos de lluvias (abril — mayo y octubre — noviembre)
y dos periodos secos (diciembre — marzo y junio - septiembre), con una temperatura
media de 18°C (Alcaldia de Santa Barbara, Santander).

2.2 MUESTREO

Con el fin de obtener serpientes macho del género Atractus sp. se realizé una salida
mensual (marzo - septiembre) al municipio de Santa Barbara, Santander. Los
especimenes fueron colectados por captura manual mediante el levantamiento de
rocas debido al habito semifosorial de la especie. Se colectaron al menos 4
individuos mensualmente usando como criterio de selecciéon tamafios corporales
diferenciales con el propoésito de definir a posteriori las tallas (LRC: longitud rostro-
cloaca) de los especimenes juveniles y adultos. Se us6 asimismo material
recolectado el afio anterior (octubre — diciembre) y del presente afo (febrero)
perteneciente a la Coleccién del Museo de Historia Natural, Escuela de Biologia,
Universidad Industrial de Santander.

2.3 ANALISIS MACROSCOPICOS

Los machos capturados fueron llevados al Laboratorio de Biologia Reproductiva de
Vertebrados de la Universidad Industrial de Santander e inyectados letalmente con
roxicaina al 2%. Cada individuo fue pesado usando una balanza digital (+ 0.001 g)
y se registraron las siguientes variables morfométricas usando un calibrador dial (=
0.02 mm): longitud rostro — cloaca y longitud total; longitud, ancho y alto de la
cabeza. Posteriormente, cada individuo fue disecado ventralmente y se llevo un
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registro fotografico a fin de describir aspectos como la simetria testicular,
convolucion del epididimo y ductos deferentes, asi como las diferencias observables
entre el tracto reproductivo izquierdo y derecho.

Siguiendo el procedimiento estandar en serpientes, se extrajo el tracto reproductivo
derecho y se realizo el registro morfométrico: 1) longitud, ancho y espesor testicular,
2) ancho del ducto deferente en la porcion proximal, medial y distal (entre el riion y
la cloaca), 3) longitud del rifién y 4) ancho del rifién en la region proximal, medial y
distal utilizando un calibrador dial (0.02 mm de precisién). Posteriormente, se calculo
el volumen testicular usando la formula elipsoidal (4/31T a.b.c; donde a = longitud/2,
b = ancho/2, y ¢ = espesor/2) (Pleguezuelos & Feriche, 1999). Finalmente, el
testiculo derecho de cada individuo fue removido y pesado usando una balanza
digital (= 0.001g).

2.4 PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Los especimenes fueron fijados en formaldehido amortiguado al 10%, preservados
en etanol al 70% e incluidos en la Coleccion Herpetoldgica del Museo de Historia
Natural de la Universidad Industrial de Santander (UIS-R).

2.5 ANALISIS MICROSCOPICOS

El tracto reproductivo derecho extraido de cada individuo fue fijado en formaldehido
amortiguado al 10% y preservado en alcohol al 70% para el respectivo analisis
microscépico. De cada espécimen, se obtuvo porciones de la regién media
testicular, secciones de la region distal del ducto deferente (fragmento entre el rifidn
y la cloaca) y de la regién proximal del riidn donde se localiza el segmento sexual
del rifién. Las muestras fueron deshidratadas en una serie ascendente de etanol,
aclaradas en xilol e incluidas en parafina, segun el protocolo propuesto por Luna
(1968). Posteriormente, se realizaron cortes histologicos transversales (testiculo,
epididimo, rifién y ducto deferente) y sagitales (rifién) a 5 — 7 um de espesor en un
microtomo rotatorio Accu-Cut® SRM™ 200. Las secciones obtenidas fueron tefidas
con hematoxilina y eosina (H — E) y los cortes de rifidn y ductos deferentes fueron
sometidos a la tincion del acido peryodico de Schiff (PAS) para identificacion de
carbohidratos neutros y azul de alcian (AB) pH 2.5 para la identificacion de
glicosaminoglicanos carboxilados (Luna, 1968).

Los cortes histologicos fueron visualizados con un microscopio Nikon H-550S® con
camara incorporada Canon EOS®. Los cambios estructurales en los testiculos

16


http://www.sakura.eu/products/showitem.asp?cat=8&subcat=28

fueron verificados registrando el diametro tubular y altura del epitelio de los tubulos
seminiferos. Ademas, se registro el diametro tubular y altura epitelial del segmento
sexual del rinon utilizando el software Imaged (Abramoff et al., 2004). Fueron
realizadas 15 mediciones de cada variable para cada macho estudiado.

Las variaciones estructurales y morfoldégicas de los tubulos seminiferos y su
intersticio se usaron para caracterizar la actividad espermatogénica teniendo como
referencia a Goldberg & Parker (1975). Estos autores definieron el ciclo reproductivo
en serpientes macho usando seis estados: 1) estado | (regresidon completa), Il
(recrudescencia temprana), Il (recrudescencia tardia), IV (espermiogénesis
temprana), V (espermiogénesis) y VI (regresion temprana). Finalmente, la
caracterizacion del segmento sexual del rifion se hizo mediante comparaciones
observables teniendo como referencia a Krohmer et al. (2004), quienes definieron
cinco categorias: 0 = hipertrofia no observable, 1 = hipertrofia con pocos granulos,
2 = hipertrofia con presencia de granulos a través del citoplasma de todas las células
epiteliales, 3 = granulos secretores visibles en la region apical del citoplasma, 4 =
densidad maxima de granulos secretores dentro del citoplasma.

La condicion reproductiva de los individuos fue determinada por la presencia de
esperma en los tlubulos seminiferos y en el lumen de los ductos deferentes,
caracterizando asi a los individuos juveniles (sin espermatozoides) y adultos.

2.6 ANALISIS ESTADISTICOS

Mediante un test de G se probo si existian diferencias en la composicion de la
poblacion (adultos y juveniles) a través del afio, agrupando los meses en cuatro
categorias: Abril - Mayo y Octubre — Noviembre (meses con los picos de
precipitacion) y Junio — Septiembre y Diciembre — Marzo (meses con bajos valores
de precipitacion).

Se examin0 la existencia de relacion entre las variables morfométricas
macroscopicas y la longitud rostro - cloaca (LRC) mediante regresiones. Después,
se analizo si existian diferencias significativas entre las estaciones definidas por las
lluvias usando un ANCOVA con la LRC como covariable y las variables gonadales
transformadas (volumen testicular y masa testicular) para satisfacer la asuncién de
normalidad a priori en los andlisis. Mediante una prueba de t de Student se
determind la variacion entre los valores historicos de precipitacion (IDEAM) y los
valores para los meses de muestreo (IDEAM, 2014 — 2015). Ademas, para
determinar el efecto de la precipitacion en la actividad reproductiva se realizé una
correlacion de Spearman entre los valores de precipitacion y el volumen testicular
ajustado y la masa testicular; la relacion entre la temperatura y la precipitacién no
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fue examinada debido a que la temperatura permanecié casi constante durante el
afo de estudio.

Para las variables que no estaban significativamente relacionadas con el tamafio
corporal (longitud y ancho del rifién, ancho de ductos deferentes) se determind si
existian diferencias significativas entre estaciones usando un andlisis de varianza
(ANOVA). Ademas, se analiz6 si existian variaciones significativas entre las
variables microscopicas (diametro y altura de los tubulos seminiferos y del
segmento sexual del riidbn) mediante la prueba de Kruskal Wallis. En caso de
encontrar diferencias en las pruebas estadisticas, se realizé un test de rango post
hoc (test de Tukey para datos paramétricos) y comparaciones por el método de
Dunn para datos no parameétricos. Todos los analisis estadisticos fueron hechos en
el software estadistico PAST versién 2.17c (Hammer et al., 2001), asumiendo P <
0.05 como criterio de significancia.
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3. RESULTADOS

3.1 Descripcién macroscoépica del tracto reproductivo de los machos de
Atractus sp.

Un total de 49 machos fueron analizados y clasificados como juveniles (8) y adultos
(41). Los machos de esta poblacion de Atractus sp. presentan testiculos asimétricos
de coloracion blanca y forma eliptica, ubicandose el testiculo derecho mas
rostralmente que el izquierdo (Fig. 1). El epididimo en ambos estados reproductivos
(juveniles y adultos) es delgado y similar en tamafio y forma, siendo convoluto o no
(individuos maduros y juveniles, respectivamente). Los rifiones son lobulados y
asimétricos, con elevado numero de protuberancias en los adultos que
corresponden al segmento sexual del rifion (Ssr, Fig. 1a), mientras que en los
juveniles se observa altamente vascularizado (Fig. 1b). La longitud del rifidén y los
testiculos varian entre tractos reproductivos, existiendo una relaciéon inversa de
ambos organos de cada lado (rifion izquierdo mas largo que el derecho y testiculo
izquierdo de menor longitud que el derecho, en el mismo individuo). Generalmente,
el ducto deferente derecho es de mayor longitud que el izquierdo, siendo convolutos
y opacos en machos maduros y en individuos estimulados (subadultos), mientras
que en juveniles son traslucidos y delgados (Fig. 1ay 1b, respectivamente).

3.2 Descripcién microscépica

3.2.1 Ciclo espermatogénico de Atractus sp.

Los testiculos son similares a los de otros reptiles, compuestos de tubulos
seminiferos y rodeados por una capa delgada de tejido conectivo (tunica albuginea)
(Fig. 2A). No se encontrd variacion histolégica testicular entre meses en los
individuos adultos y juveniles, pero si entre ambas categorias. Los especimenes
adultos presentaron un epitelio seminifero con 5 a 7 capas celulares, compuesto
mayoritariamente por espermatocitos primarios y espermatides en maduracion (Fig.
2B), con abundancia de espermatozoides en el borde y el lumen celular (Fig. 2B y
2C). Todos los individuos adultos analizados fueron clasificados en el estado de
espermiogénesis (espermatozoides maduros en el lumen). El conducto epididimario
en los individuos adultos es un tubo contorneado limitado externamente por la
serosa, seguido de algunas fibras musculares, un conjuntivo delgado y un epitelio
luminal columnar alto, con nucleos basales y en la mayoria de los casos, lumen con
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presencia de espermatozoides (Fig. 2C y 2D). Los conductillos epididimarios son
tubulos reducidos con epitelio luminal cilindrico simple y rodeados de un conjuntivo
laxo. Los conductillos eferentes presentan tejido epitelial cubico simple y se
encuentran estrechamente asociados a los tubulos seminiferos y a los conductos
epididimarios conectandolos entre si.

Los individuos juveniles presentaron testiculos con epitelio seminifero y lumen
reducido, en algunos casos inexistente. Se observd predominancia de
espermatocitos y espermatides no diferenciadas (Fig. 2E), correspondiente al
estado de recrudescencia tardia y espermiogénesis temprana (espermatocitos
secundarios y espermatides en metamorfosis, respectivamente). El conducto
epididimario en juveniles carece de espermatozoides, aunque presenta una
histologia similar al adulto, difiriendo en tamafio y organizacion, estando ubicado en
la porcibn mas apical del testiculo con respecto a los tibulos seminiferos. Los
conductillos eferentes poseen tejido epitelial cubico simple y carecen de material
luminal (Fig. 2F).

3.2.2 Segmento sexual del rifibn de Atractus sp.

El segmento sexual del rifidn (Ssk) en individuos adultos consiste de una serie de
tubulos alargados en la zona anterior y moderadamente esféricos en la region
posterior. En los especimenes adultos, el Ssk se encuentra hipertrofiado,
diferenciandose claramente de los tabulos proximales contorneados adyacentes
(Fig. 3A). El Ssk esta conformado por tubulos de lumen reducido que poseen un
epitelio columnar simple, granular eosinoéfilo, con ndcleos basales. Estos tubulos
estan adyacentes a los tubulos contorneados proximales (Fig. 3B). Estos ultimos
poseen un lumen amplio y estdn conformados por un epitelio cubico simple, baséfilo
no granular.

El Ssk de los juveniles es no hipertrofiado y poco diferenciado de los demas tubulos
del rindén (Fig. 3C). El segmento sexual del rifibn es similar a los tubulos
contorneados proximales (Tcp) del adulto, excepto por el material claro pero
eosinofilo del citoplasma (Fig. 3D).

3.2.3 Ductos deferentes distales de Atractus sp.

Los ductos deferentes de los individuos adultos presentan un epitelio luminal
pseudoestratificado no plegado, con células cuboidales a columnares, un
citoplasma basofilo; bajo el epitelio se encuentra un conjuntivo delgado y una capa
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muscular lisa y la serosa (Fig. 4A). En el lumen del ducto deferente de todos los
machos adultos se encontraron espermatozoides asociados a un material
eosindfilo, sin diferencias en la densidad espermatica durante todo el afio (Fig. 4B).

La ampolla del ducto deferente (region terminal del ducto deferente) presenta dos
componentes: glandular y estructural (almacenamiento de esperma) (Fig. 4C).
Ademas, presenta un epitelio luminal mas alto que el resto del ducto deferente con
proyecciones irregulares leves. Este epitelio se encuentra rodeado externamente
por una capa de tejido conjuntivo delgada y una capa gruesa de musculo liso (Fig.
4D). En el interior del lumen se observa un elevado nimero de espermatozoides
inmersos en un matriz similar al presente en los ductos deferentes.

Los ductos deferentes de los individuos juveniles estan rodeados por musculo liso
(Fig. 4E) y a diferencia de los adultos, el epitelio luminal del ducto deferente es
columnar ciliado, con invaginaciones y un lumen sin espermatozoides (Fig. 4F).

La presencia de espermatozoides en los tdbulos seminiferos, epididimo y ductos
deferentes de los machos adultos durante todo el afio, indican que esta poblacion
de Atractus sp. presenta reproduccion continua.

3.2.4 Histoquimica del SSK y ductos deferentes distales de Atractus sp.

El segmento sexual del rifibn (Ssk) de los especimenes adultos mostré gran
densidad de granulos citoplasméticos positivos a la reaccion de PAS (Fig. 5A),
indicando la presencia de carbohidratos neutros y actividad secretora continua. Los
tubulos contorneados proximales fueron positivos a la reaccion de azul de alcian
(AB) debido a la presencia de mucopolisacaridos carboxilados (Fig. 5A). La
composicion granular no vari6 durante el afio de estudio, observandose
permanentemente una densidad maxima de los granulos secretores
citoplasmaticos.

El Ssk de los individuos juveniles fue débilmente positivo a la reaccién de PAS,
solamente en el borde luminal, sin evidencia de granulos citoplasméaticos en el
epitelio luminal. La reaccion positiva de azul de alcian indicé la presencia de
mucopolisacaridos en los tubulos proximales del rifién (Fig. 5B). La ausencia de
granulos citoplasmaticos en el epitelio luminal de los tubulos del Ssk fue observada
en todos los machos juveniles.

El tejido conjuntivo que rodea a los ductos deferentes distales en los adultos fue
positivo para PAS. También se observa una reaccion de azul de alcian positiva
sobre el epitelio; sin embargo, esta reaccion se limita al borde luminal (Fig. 5C y
5D). El material secretor asociado a los espermatozoides fue positivo para PAS
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indicando presencia de carbohidratos neutros, mientras que la region externa de la
masa espermatica fue positiva para la reaccion azul de alcian (AB).

El epitelio luminal del ducto deferente distal de los juveniles fue negativo a la
reaccion de PAS, aungue positivo para AB en la cara luminal del epitelio (Fig. 5E).
El borde del epitelio luminal y algunas células columnares del epitelio fueron
intensamente positivas a la reaccion azul de alcian, sefialando la secrecion de
glicosaminoglicanos carboxilados (Fig. 5F).

3.3 Estructura poblacional de Atractus sp.

Los individuos fueron colectados durante todos los meses, siendo enero el Unico
mes sin capturas (Fig. 6). No hay diferencias en la ocurrencia de machos adultos
(Go.05,9=11.09, P =0.27), ni en los machos juveniles (Go.o5,10=8.31, P = 0.216) entre
estaciones. Los individuos juveniles fueron colectados en Marzo (1), Abril (4), Junio
(1), Septiembre (1) y Octubre (1).

El individuo més pequefio reproductivamente activo fue de 137 mm de LRC (longitud
rostro — cloaca) de Agosto. Los individuos adultos oscilaron entre 137 mm -305 mm

(X= 257.1 mm; DE= + 38.2, Fig. 6), siempre presentaron testiculos grandes y
epididimos convolutos. Los neonatos eclosionaron con un tamafio aproximado de
78 mm de LRC, siendo considerados juveniles todos los especimenes menores de
137 mm (rango generado mediante inspeccién de los tractos reproductivos e
imagenes histolégicas).

3.4 Variacion morfométrica de Atractus sp.

Se encontré relacion significativa entre el volumen testicular y la longitud rostro —
cloaca (r*=0.84, F147 = 245.5, P < 0.001) y entre la masa testicular y corporal (r? =
0.577, F147 = 64.8, P < 0.001). No hay variacion en el volumen testicular ajustado
(ANCOVA, F10,36 = 1.05, P = 0.36) y la masa testicular (ANCOVA, Fi1036 =1.42, P =
0.27) entre estaciones. No se encontr6 diferencias significativas en la longitud del
rnon (Fs4s = 0.575, n =49, P = 0.634), en el ancho del rindon (F3 45 = 2.66, n =49, P
= 0.059) ni en el ancho de los ductos deferentes (F = 1.35, n =49, P =0.269).

Por otra parte, los valores histéricos de lluvias y los valores de los meses de
muestreo no presentaron diferencias (t11 =0.988, P = 0.345). Ademas, las variables
gonadales (Spearman, volumen testicular R> = 0.392, P = 0.208; masa testicular R?
=0.287, P = 0.365) no se vieron afectadas por la precipitacion.
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Considerando los datos obtenidos mediante técnicas histolégicas, no se encontro
diferencias significativas en la altura epitelial del SSK entre estaciones (F361 =
0.761, n = 165, P = 0.517). La altura del epitelio seminifero vario significativamente
entre estaciones (H = 11.7, n = 165, P = 0.008). El analisis de rango Post hoc (test
de Dunn) indic6 que la altura del epitelio en el periodo Dic — Mar (a) presenté mayor
longitud que Jun — Sep ) (P < 0.05; Fig. 7A). Ademas, se encontrd variacion entre
las épocas del afio en el diametro de los tubulos seminiferos (H =29.8, n =30, P <
0.001) con un incremento en el periodo Jun — Sep (p) sobre Abr — May (c) (P < 0.05,
meétodo de Dunn, Fig. 7B). El didametro tubular del segmento sexual del rifion (SSK)
difirié entre meses (H=31.7,n =165, P <0.001) y un test de rango Post hoc (método
de Dunn) sefialé un aumento en los meses Jun — Sep (D) en relacién a Oct — Nov
(A) y Abr — May (c) (P < 0.05, Fig. 7C).
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4. DISCUSION

Morfologia — Los machos juveniles y adultos de Atractus sp. poseen testiculos
asimétricos similares a los reportados en la mayoria de serpientes (Volsge, 1944),
estando ubicado el testiculo derecho mas rostralmente que el izquierdo (Fox, 1952).
La longitud testicular de ambos tractos reproductivos en Atractus sp. difiere. En
algunos especimenes el testiculo derecho es mas largo, mientras que en otros es
el izquierdo, encontrdndose diferencias con lo reportado para la mayoria de
especies neotropicales (Fox, 1958; Sever, 2004) donde tipicamente el testiculo
derecho es mas largo que el izquierdo.

El rifibn de Atractus sp. presenta caracteristicas macroscépicas similares a las
reportadas en otras serpientes (Gribbins et al., 2008; Sever et al., 2008) siendo
macroscopicamente visible el segmento sexual del riion (SSK). Estudios realizados
en rifidbn de escamados, sefalan que el SSK es una porcion modificada del rifion
ubicada en la regién anterior (Bishop, 1959) o en algunos escamados localizada
terminal o preterminalmente. Sin embargo, en Atractus sp. estos tubulos estan
presentes a lo largo del rifidn disminuyendo su didmetro hacia la parte inferior del
mismo.

Los ductos deferentes de Atractus sp. presentan asimetria lateral y el ducto
deferente derecho es mas largo que el izquierdo, similar a lo reportado en
Seminatrix pygaea (Sever, 2004). Los individuos juveniles con tallas cercanas a los
137 mm (madurez sexual) presentaron epididimos y/o ductos deferentes convolutos
siendo necesario el andlisis histoldgico para asi generar la asignacién categérica
(juveniles — adultos).

Histologia — La histologia testicular de los individuos juveniles y adultos, es similar
no sélo a lo reportado en serpientes sino en otros escamados (Raynaud & Peiau,
1985; Volsge, 1944). El epididimo de Atractus sp. es similar histolégicamente al
reportado en otras especies (Fox, 1977; Saint Girons, 1985; Sever, 2004; Siegel et
al., 2009) e incluso en otros reptiles (Akbarsha et al., 2007; Guerrero et al., 2004;
Holmes & Gist, 2004), con predominancia de epitelio luminal columnar alto. La
presencia de espermatozoides en la mayoria de conductillos epididimarios en
Atractus sp. indica que los espermatozoides tienen flujo continuo desde los
conductos hacia los ductos deferentes distales; contrario a lo reportado en otras
serpientes donde se observo individuos adultos con esperma soélo en los ductos
deferentes distales (Jones, 1998; Sever, 2004).

El segmento sexual del rifidon presento epitelio columnar con granulacion eosindfila
similar a lo reportado en otras especies (Rojas et al., 2013; Siegel et al., 2009). El
citoplasma del SSK fue positivo para la reaccion de PAS en los individuos adultos,
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sin variaciéon anual en la composicion granular citoplasmatica indicando intensa
actividad secretora glicoproteica. Los analisis realizados que involucran el segmento
sexual del rindn (SSK) se han hecho s6lo en especies neotropicales y subtropicales
encontrando relacion entre los picos espermatogénicos y la méxima actividad
granular exclusiva de los meses reproductivos (Rojas et al., 2013; Sever et al., 2008;
Sever et al., 2012; Siegel et al., 2009). En Atractus sp. la hipertrofia del SSK de los
individuos adultos fue continua y sincrénica con la actividad espermatogénica
(espermiacion continua) siendo un importante indicativo de madurez sexual
(Rheubert el al., 2011).

Los individuos juveniles presentaron un SSK no hipertrofiado y débilmente positivo
a la reaccion de PAS, similar a lo reportado en individuos juveniles de Nerodia
rhombifera (Khromer et al., 2004) en los que se evidencio la no hipertrofia del SSK.

La mayoria de reportes en especies subtropicales y neotropicales (Sever, 2004,
Rojas et al., 2013) sefialan reaccién positiva de PAS en el borde del epitelio luminal
del ducto. Sin embargo, los espermatozoides se encuentran inmersos en un material
globular positivo a la reaccion de PAS, indicando que en algin momento las células
del epitelio secretaron estos carbohidratos neutros; al parecer, necesarios para la
nutricion y el sostenimiento del esperma (Siegel et al., 2009).

La ampolla deferente, ausente en algunos amniotas (Setchell et al., 1994) ha sido
ampliamente estudiada en especies de serpientes neotropicales (Rojas et al., 2013)
y recientemente, en subtropicales (Sever, 2004; Sever et al., 2008). La funcién y
morfologia de la ampolla difiere entre escamados (Trauth & Sever, 2011). La
presencia de la ampolla ductal en Atractus sp. supone que podria darse el
almacenamiento del esperma. Sin embargo, es necesario realizar estudios
ultraestructurales que permitan revelar si la morfologia es conservada entre
especies tropicales y de zonas templadas. Ademas, para evaluar en Atractus sp. si
se da la fagocitosis del esperma dentro de la ampolla ductal, como se ha observado
en otros escamados (Akbarsha et al., 2005).

Morfometria — Los machos adultos de Atractus sp. no presentaron variacion en la
morfometria macroscopica (testiculo, ductos deferentes y rifion) a lo largo del afio,
similar a lo reportado en especies tropicales de reproduccion continua (Fitch, 1972;
Goldberg, 2006; Pizzato & Marquez, 2002) donde también se ha evaluado la
relacion de los factores climaticos y la biologia reproductiva de las especies.
Mientras que en especies neotropicales y subtropicales con reproduccion
estacional, los picos reproductivos generalmente estan asociados a aumentos en la
morfometria gonadal (Goldberg & Parker, 1975; Marquez et al., 2006).

Las variaciones morfométricas microscopicas (altura y diametro seminifero,
diametro del SSK) podria deberse a fluctuaciones en los niveles de testosterona,
similar a lo reportado en otras especies (Scartozzoni et al., 2009; Pinto et al., 2010).
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Sin embargo, es necesario realizar analisis complementarios que permitan dilucidar
si hay o no dicha variacion. A pesar, de las variaciones registradas no se observa
estacionalidad debido a que no se encontro variacion en el estado espermatogénico
siendo constante durante el afio de estudio.

Estructura poblacional — Machos de Atractus sp. de rangos diferenciales de
tamafo fueron encontrados durante el afio de muestreo excepto en el mes de enero,
siendo este el mes con menor precipitacion. Estudios de capturas realizadas en
serpientes neotropicales semifosoriales indicaron una reduccidn en la tasa de
encuentro en meses calidos con baja precipitaciéon (Wilson & Dorkas, 2004).
Ademas, el bajo niamero de juveniles durante todo el tiempo de estudio,
posiblemente se dio por sesgo de muestreo debido al reducido tamafio y a los
habitos semifosoriales de la especie. El tamafio de los neonatos fue similar al
descrito para otras especies del género (Giraudo & Scrocchi, 2000; Balestrin &
Bernardo, 2005). El tamafio de madurez sexual reportado en la poblacion estudiada
(137 mm) es similar al encontrado en Atractus elaps (150 mm, longitud maxima de
560 mm) en Ecuador (Carvajal & Rodriguez, 2013), difiriendo del reportado en
Atractus reticulatus (198 mm, longitud maxima de 279 mm) en Brasil (Balestrin &
Bernardo, 2005).

La presencia permanente de machos adultos reproductivos, sugiere que la
poblacion de Atractus sp. presenta reproduccién continua. Martins & Oliveira (1993,
1998) investigaron la biologia reproductiva de ocho especies de Atractus en el Sur
de Brasil (A. alphonsehoguei, A. latifrons, A. major, A. poeppigi, A. schach, A.
snethlageae, A. torquatus y A. trilineatus) en zonas subtropicales, indicando
reproduccion continua en solo dos especies (A. latifrons y A. torquatus). En Atractus
reticulatus (Balestrin & Bernando, 2005) en Ecuador y Atractus pantostictus
(Cassimiro et al., 2002) en Brasil, se encontrd reproduccion estacional.

Estudios realizados en el Sur de Brasil en géneros de serpientes cercanas
filogenéticamente, basados en Grazziotin (2012), sugieren reproduccion estacional
estricta en Hypsiglena torquata (Goldberg, 2001), Ninia maculata (Goldberg,
2004b), Sibynomorphus spp, y Dipsas albifrons (Pizzato et al., 2008a), Phylodrias
olfersii (de Mesquita et al., 2013), Sibynomorphus mikanii (Rojas et al., 2013)
limitada a los meses mas calidos. Mientras que Leptodeira maculata y Leptodeira
punctata (Goldberg, 2004a) en México, presentan reproduccion prolongada pero
estacional asociada a todas las épocas del afio excepto invierno.

Lo anterior indica que en los patrones reproductivos de especies subtropicales y
neotropicales son determinantes factores ambientales como la precipitacion,
humedad relativa, aunque especialmente, la temperatura ambiental (Peterson et al.,
1993). Se ha demostrado que en lugares donde fluctta la precipitacion y la humedad
relativa, pero la temperatura ambiental permanece constante, la mayoria de
especies son de reproduccion continua (Fitch, 1982; Pizzato & Marques, 2002;

26



Brown & Shine, 2006). Es el caso de la poblacion de Atractus sp., a pesar del
régimen bimodal de la zona, no se vio afectada la reproduccion continua. Asi, segun
la clasificacién propuesta por Mathies (2011) la poblacién de Atractus sp. tiene un
patrén reproductivo continuo aciclico sin variacion en la actividad gonadal anual.
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5. CONCLUSIONES

Los machos de la poblacién de Atractus sp. presentaron reproduccion continua
durante el afio de estudio, sin variacion en la actividad gonadal.

El tracto reproductivo macro y microscopicamente de Atractus sp. es similar a los
reportados en otros géneros de serpientes. Los especimenes de la poblacion
alcanzan la madurez sexual a los 137 mm longitud rostro — cloaca, siendo necesario
tener en cuenta aspectos morfolégicos macroscopicos e histoldégicos gonadales en
la determinacién de la madurez sexual.

Los machos de Atractus sp. presentaron una alta sincronia intra-sexual
encontrandose todos los adultos y juveniles en el mismo estado del ciclo
espermatogénico durante el afio de estudio.

La poblacién de Atractus sp. no experimenté cambios morfolégicos, aunque si
morfométricos a nivel de los tejidos gonadales y del rifién, sin que esto indique
estacionalidad o alteracion del patrén de reproduccién continua de la poblacion.
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ANEXOS

LEYENDA DE FIGURAS

Figura 1. Diagrama del tracto reproductivo de serpiente macho Atractus sp. (A) Individuo
adulto. (B) Individuo juvenil. Se indica el testiculo derecho (TD) e izquierdo (TI), el epididimo
derecho e izquierdo (ED y El), el ducto deferente anterior derecho (DAD) e izquierdo (DAI),
el rindn derecho (RD) y rifion izquierdo (RI), el segmento sexual del rifién (SSR) y los ductos
deferentes distales derecho e izquierdo (DDD y DDI, respectivamente).

Figura 2. Secciones transversales de testiculo de Atractus sp. que incluyen epididimo.
Secciones tefiidas con hematoxilina — eosina (H-E). (A) Espécimen de 270 mm de LRC
(longitud rostro — cloaca) del mes de Octubre, indicando la organizacién de los tubulos
seminiferos; (B) epitelio espermético en diferentes estados de divisién celular; (C) macho
de 219 mm del mes de Septiembre donde se observa la red de ductos colectores
adyacentes al testiculo; (D) segmento extratesticular donde se observan espermatozoides
en los conductillos epididimales; (E) tibulos seminiferos de un macho juvenil de 88 mm del
mes de Abril con lumen reducido, carente de espermatozoides; (F) red excurrente testicular
de un individuo juvenil con ausencia de espermatozoides en los conductillos epididimarios.
Ce: conductillos eferentes, Cep: conductos epididimarios; Ec: Conductillos epididimario; Es:
epitelio seminifero; Et: espermatide; L: lumen; Sz: espermatozoides; Ts: tibulo seminifero.
Barra de escala: (A) 150 um, (B 'y E) 80 um, (C y D) 60 pm; (F) 120 um.

Figura 3. Secciones transversales de rifién de Atractus sp. (H-E). Secciones tefiidas con
hematoxilina — eosina (H-E). (A) Rifibn de macho adulto de 305 mm del mes de Febrero;
(B) detalle del segmento sexual renal y del tibulo contorneado proximal. (C) rifion de macho
juvenil de 113 mm del mes de Junio; (D) segmento sexual del rifidn de juvenil. Nb: ntcleos
basales, Pct: tibulos contorneados proximales, Ssk: segmento sexual del rifién. Barra de
escala: (A) 330 um, (B) 220 pm, (C) 180 um y (D) 130 pm.

Figura 4. Secciones transversales del ducto deferente distal y ampolla deferente de
Atractus sp. (H-E). (A) Macho de 263 mm de LRC del mes de Mayo en el cual se observa
una gran masa espermatica intraluminal; (B) se observan la células del epitelio y el esperma
asociados; (C) ampolla deferente de un macho de 247 mm del mes de Agosto; (D)
espermatozoides en el lumen de la ampolla deferente; (E) ducto deferente distal de un
juvenil de 103 mm del mes de Septiembre carente de espermatozoides en el lumen; (F)
detalle del epitelio luminal columnar y del conjuntivo y misculo liso adyacente. Ep: epitelio,
L: lumen, Mu: masculo liso, Sr: serosa, Sz: espermatozoides. Barra de escala: (Ay B) 120
pm, (C) 200 pm, (E) 100 umy (F) 30 pm.
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Figura 5. Reacciones con el reactivo de Schiff (PAS) y azul alcian (AB) del rifién y ductos
deferentes distales de Atractus sp. (A) Rifion de macho adulto de 263 mm del mes de Mayo;
(B) rifion de macho juvenil de 108 mm del mes de Abril; (C) ducto deferente distal de macho
de 273 mm del mes de Julio; (D) masa espermatica asociada a material positivo a PAS; (E)
ducto deferente distal de macho juvenil de 103 mm del mes de Septiembre; (F) seccion del
ducto deferente positiva a AB. Cs: células columnares simples, L: lumen, Pct: tubulos
contorneados proximales, Sz: espermatozoides, AB+: reaccion de azul de alcian positiva,
PAS+: reaccion de acido periodico de Schiff positiva. Barra de escala: (A) 150 um, (B) 200
pum, (C) 180 pm, (D) 40 pm, (E) 160 um y (F) 140 pum.

Figura 6. Distribucibn mensual y tamafios (LRC) de machos adultos (circulo negro) y
machos juveniles (circulo gris) de Atractus sp.

Figura 7. Relacién entre los picos de precipitacion y el promedio de (A) Altura del epitelio
seminifero, (B) Diametro de los tibulos seminiferos y (C) Diametro del segmento sexual del
rindn (SSK) en Atractus sp. La linea media representa los valores promedio, las cajas
muestran los errores estandar y los bigotes representan los valores minimos y maximos.
Ademas, se indican las estaciones que presentan diferencias significativas entre si (P <
0.001).
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43



@
. -250
300- o . °
o ‘ & ' i [ ]
H * e i l e
250- . s -200
.
— L ]
£
= 200- ] -150
e
| 150-
] [] =100
0
0 0
100~ e
B8 - 50
0
50
T T T T L T T T T
Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct MNov Dic
Meses
® |RC Adultos @ LRC Juveniles
FIGURA 6.

44

Precipitacion (mm)



% 8

uir

P

! 10

3 150
150
120

]

2 3 2 2 8 8

(L) DS PUILSS oRad@ RNy

A e
S e
g
f1 I e
' EEEEEE 2 6

() #55 cRMUT]

FIGURA 7.

45



