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RESUMEN

TITULO: MORFOLOGIA DEL OVIDUCTO Y EL OVARIO DE ATRACTUS SP.
(SERPENTES, COLUBROIDEA).*

AUTOR: MARIA FERNANDA CALVO CASTELLANOS**
PALABRAS CLAVES: Atractus sp, infundibulo posterior, receptaculos de esperma,
transicion Gtero vagina, madurez.

La informacién acerca de la reproduccion de las serpientes que habitan las tierras
altas de los tropicos y mas aun de aquellas que poseen habitos fosoriales es
escasa. En este trabajo se describe la morfologia macro y microscopica del
oviducto y el ovario de Atractus sp, y se estudia la actividad reproductiva de la
poblacién. Atractus sp presenta un tracto pareado asimétrico. Los ovarios en
hembras vitelogénicas muestran un nimero maximo de 12 foliculos de diversos
tamafios, estos foliculos se agrupan entre si en series de tamafos y estados de
crecimiento similares. En hembras en vitelogénesis avanzada dichas series no
exceden los dos foliculos por ovario; asi el tamafio de la postura varia entre dos a
cuatro huevos. El oviducto se divide en infundibulo, Utero, zona de transicion
Utero-vagina y vagina. El epitelio luminal de todo el oviducto muestra células
ciliadas y no ciliadas con constante actividad secretora, y forma abundantes
glandulas de la cascara en la region uterina; la actividad secretora se incrementa
en hembras en vitelogénesis. El almacenamiento de esperma ocurre en la zona
posterior del infundibulo, en la transicion Utero-vagina y en la vagina. El
almacenamiento de esperma en el infundibulo posterior ocurre en el fondo de
bolsas formadas por invaginaciones del epitelio luminal y fue observado en
hembras vitelogénicas. En la zona de transicion Gtero- vagina y en la vagina se
encuentran los espermatozoides en las zonas basales de los pliegues del epitelio,
el cual es mayoritariamente ciliado; se observaron en hembras no vitelogénicas
adultas y en vitelogénesis. El tamafio minimo de madurez sexual fue de 216mm y
durante el tiempo muestreado se encontraron hembras reproductivas
permanentemente, sugiriendo una actividad reproductiva continua.

* Trabajo de grado.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Martha Patricia Ramirez Pinilla, PhD.
Tutor: Ezequiel Gonzales Leon.
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ABSTRACT

TITLE: MORPHOLOGY OF THE OVIDUCT AND OVARY OF Atractus sp.
(SERPENTES, COLUBROIDEA).*

AUTHOR: MARIA FERNANDA CALVO CASTELLANOS**

KEYWORDS: Atractus sp, posterior infundibulum, sperm receptacles, transition
uterus-vagina sexual maturity.

It is scarce the information about the reproductive biology of the highland tropical
snakes and even more if they are fossorial. This work describes the morphology of
the female reproductive tract of a population of Atractus sp, and its reproductive
activity during some months. Atractus sp has a paired and asymmetric tract. The
vitellogenic females exhibit a maximum of 12 ovarian follicles of different sizes;
these follicles are grouped in series of two follicles of similar size and growth state
per ovary. Thus, the clutch size varies from two to four eggs. Histologically, the
oviduct is divided in infundibulum, uterus, transition uterus-vagina, and vagina. The
luminal epithelium of the entire oviduct is columnar to cuboidal with ciliated and
nonciliated cells in constant secretory activity. Abundant shell glands are found in
the uterus; they have increased secretory activity in vitellogenic females. Sperm
storage was found in vitellogenic females in the posterior infundibulum at the
bottom of sacs formed by invaginations of the luminal epithelium. Sperm was also
found in adult females (vitellogenic and no vitellogenic) in the transition uterus-
vagina and in the vagina, located sparse in the lumen and organized in the basal
areas of epithelial folds in which the luminal epithelium is mainly ciliated. The
minimum size of sexual maturity was 216 mm and during the sampling time
reproductive females were ever found, suggesting a continuous reproductive
activity.

* Degree work.
** Science Faculty, Department of Biology. Director: Martha Patricia Ramirez Pinilla, PhD.
Tutor: Ezequiel Gonzales Leon.
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INTRODUCCION

Las serpientes representan uno de los grupos de vertebrados mas exitosos,
ocupan un gran rango de latitudes, altitudes y diversos habitats. Gracias a su
amplia distribucion y a sus diversos linajes evolutivos, los patrones reproductivos
muestran una gran variacion, dichos patrones pueden ir desde estrictamente
cilicios hasta aciclicos (Mathies, 2011) y las caracteristicas de los mismos
generalmente estan asociadas a factores ambientales o a la historia filogenética
de cada grupo (Shine, 2003).

El género Atractus estd compuesto por pequefas serpientes oviparas de habitos
fosoriales y crepusculares que se encuentran ampliamente distribuidas desde
Panama hasta el norte de Argentina (Martin & Oliveira, 1993; Esqueda & La
Marca, 2005). A pesar de su amplia distribucion, poco se conoce sobre la biologia
reproductiva de las poblaciones y especies del género, y en general existe un
amplio desconocimiento sobre este tema para las especies de serpientes que
habitan los trépicos, y mas aun para serpientes de zonas altas de la Cordillera de
los Andes (Pizzantto & Marques, 2002). Ilgualmente aunque menos escasos, son
pocos los estudios sobre reproduccidn en serpientes oviparas (p. ej. SaintGirons,
1962; Aldridge, 1992; Perkins & Palmer, 1996; Goldberg, 1998; Pinto &
Fernandes, 2004; Pizzatto, 2005; Santos et al., 2005; dos Santos-Costa, et al.,
2006; Scartozzoni et al., 2009; Alves et al., 2014; Resende & Nascimento, 2014;
Rojas, et al., 2015).

Los ciclos reproductivos en las serpientes que habitan los trépicos son muy
variables; pueden ir desde estrictamente estacionales (Balestrin & Marcos, 2005;
Resende & Nascimento, 2014), estacionales extendidos (Fowler et al., 1998) y
continuos (Censky & McCoy, 1988). Esta variacion pude ser en parte explicada
por la complejidad y diversidad de climas presentes en las regiones tropicales
(Pizzato, et al., 2008). Por otra parte, se sabe que la actividad reproductiva puede
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variar no solo entre poblaciones de la misma especie, sino incluso entre sexos
(Seigel & Ford, 1987), en algunas especies la ovulacion no esta sincronizada con
el apareamiento (Barros et al., 2012); en estos casos los receptaculos
especializados en almacenar esperma, desempefian un papel importante pues

aseguran la fertilizacién (Schuett, 1992).

En general las caracteristicas macroscopicas Yy microscopicas del tracto
reproductivo de los reptiles varian segun el estado reproductivo del individuo
(Perkins & Palmer, 1996; Blackburn, 1998; Goldberg, 1998; Goldberg, 2000; Pinto
& Fernandes, 2004; Scartozzoni, et al., 2009; Barros, et al., 2012; Resende &
Nascimento, 2014), de alli la importancia del estudio de estos 6rganos para el
establecimiento de los patrones reproductivos. Estudios detallados sobre la
morfologia macro y microscopica de génadas y ductos asociados en especies del
género Atractus son pocos, solo se conoce el trabajo realizado por Resende &

Nascimento (2014) para A. pantostictus.

Esta investigacion busca describir en detalle la histologia y la morfologia del tracto
reproductivo de hembras de diferentes tamafos y estados reproductivos de una
poblacién de Atractus sp, haciendo énfasis en caracteristicas como la adquisicién
de la madurez sexual, el tamafio de la postura, y la actividad secretora y la
presencia de receptaculos de esperma en el oviducto. La presente investigacion
se encuentra enmarcada, dentro del macroproyecto desarrollado en el Laboratorio
de Biologia Reproductiva de Vertebrados, cuyo objetivo es describir la especie y

estudiar la actividad reproductiva de machos y hembras de la poblacion.
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1. OBJETIVOS

11 OBJETIVO GENERAL

Describir el tracto reproductivo femenino de Atractus sp en individuos de diferentes

tamafios y estados de madurez y actividad reproductiva.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Describir macroscOpicamente las caracteristicas morfolégicas y
morfométricas de ovario y oviducto de hembras juveniles y adultas de la especie.
- Determinar el tamafio corporal en el cual las hembras de Atractus sp
alcanzan la madurez sexual.

- Estudiar la histologia oviductal, describir sus caracteristicas y determinar la

presencia, ubicacion y morfologia de receptaculos almacenadores de esperma.
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2. COMPETENCIAS

Implementd metodologias de campo para la captura exitosa de serpientes.
Aplico diversas técnicas de colecta y fijaciébn de material herpetologico.
Reconoci6 las diversas caracteristicas morfolégicas internas y externas de la
serpiente Atractus sp.

Identificd, extrajé y describié las caracteristicas macroscoépicas del tracto
reproductivo de hembras de diversos tamafos de la especie.

Determing el estado reproductivo en el que se encuentran las serpientes.
Realiz6 exitosamente procesamiento de histotecnia para la posterior
realizacion de cortes histoldégicos que permitieron hacer andlisis descriptivos.
Determind las caracteristicas variantes y constantes en el tracto reproductivo
entre las hembras de diferente tamafio y condicién reproductiva. Comparé y

analizd los resultados en relacién con la literatura en el tema.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 COLECTAY FIJACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Se realizaron 7 salidas de campo con el fin de obtener hembras de diversos
tamafios de la poblacion de Atractus sp. Dichas salidas se llevaron a cabo en el
municipio de Santa Barbara en el departamento de Santander (Colombia), desde
octubre de 2013 hasta abril de 2014, cubriendo asi meses de las estaciones
himeda y seca. Se colectaron al menos 4 individuos por mes. Las serpientes
fueron llevadas al Laboratorio de Biologia Reproductiva de Vertebrados de la
Universidad industrial de Santander, donde se les administré una dosis letal de
roxicaina al 1%, posteriormente se tomaron la longitud total (LT) y la longitud
rostro cloaca (LRC), con un calibrador dial (x0,02mm). Los ejemplares se fijaron
en formol al 10% y se preservaron en etanol al 70%. Finalmente fueron ingresados
a la Coleccion Herpetolégica de la Universidad Industrial de Santander. Los
nimeros de coleccién, correspondientes a cada individuo se incluyen en los

anexos.

3.2 METODOS DE LABORATORIO

Cada una de las hembras colectadas fue disecada mediante una incision medio
ventral. Se realizaron las observaciones y descripciones morfolégicas a nivel
macroscopico del tracto reproductivo teniendo en cuenta caracteristicas como la
posicion, asimetria y funcionalidad de cada uno. Los individuos fueron clasificados
segun su condicion reproductiva y madurez en hembras pre-vitelogénicas
maduras y juveniles (aquellas que poseen foliculos no vitelogénicos con un
diametro menor a > 5mm), vitelogénicas | (con foliculos amarillos con diametro
entre 5mm y 20mm), vitelogénicas Il (con foliculos amarillos de diametro mayor a
20mm) (siguiendo a Resende & Nascimento, 2014). Se extrajo el ovario y el
oviducto derecho de cada hembra, el cual en serpientes presenta mayor longitud

(Blackburn, 1998; Resende & Nascimento, 2014), se registré la cantidad de
17



foliculos ovaricos, el diametro del mas grande y la longitud del oviducto (calibrador

dial, £0,02mm). Ovario y oviducto se preservaron en etanol al 70%.

El oviducto se separé macroscépicamente en 3 partes que eventualmente podrian
corresponder a la vagina, el utero, el infundibulo. El ovario y las secciones del
oviducto se sometieron a un proceso de deshidratacién en etanol, aclaramiento en
xilol, e inclusion en Paraplast (Mc Cormick®). Los segmentos del oviducto fueron
seccionados transversalmente con un microtomo rotatorio Lipshaw; los cortes de
ovario y oviducto se realizaron a un grosor de 7um. Las secciones se tifieron con
hematoxilina y eosina siguiendo a Luna (1968), adicionalmente se realizd una
coloracién con acido periédico de Shiff (PAS) y azul de Alcian (pH 2.5). El andlisis
de los micropreparados se realiz6 con la ayuda de un microscopio Nikon H-550s®

y los cortes fueron registrados con una cadmara fotografica Canon EOS®.

3.3 ANALISIS REPRODUCTIVOS

El andlisis y las comparaciones de la morfologica macro y microscopicas se
realizaron con base en los trabajos de Fox (1956), Saint Girons (1962a), Aldridge
(1992), Perkins & Palmer (1996), Blackburn (1998) y Siegel et al. (2011).

Se caracterizaron las hembras de los diferentes estadios (pre-vitelogénica juvenil y
adulta, vitelogénica | y vitelogénica Il) en el tiempo y por tamafio. Se determiné la
existencia de diferencias significativas en la ocurrencia de cada categoria entre
meses y estaciones climaticas utilizando la prueba de X2.

El tamafio (LRC) minimo con el que las hembras alcanzan la madurez sexual se
establecié teniendo en cuenta la hembra méas pequefia que present6 foliculos

vitelogénicos tardios (Ramos-Pallares et al., 2015, 2010).

Los datos de precipitacion fueron proporcionados por el Instituto de Hidrologia,
Meteorologia y Estudios Ambientales de Colombia (IDEAM). Se hizo una prueba
de t pareda para determinar la existencia de diferencias significativas, entre los

18



valores histéricos de precipitacion (2005-2013), y los valores registrados para los
meses en los que se llevo a cabo el estudio. Ademas se realizé una correlacién de
Spearman con la cual se evaluo la relacion entre las variables morfométricas y la
precipitacion. La temperatura no fue evaluada pues las variaciones entre meses

son minimas.

Se examind la relacion entre el tamafio del cuerpo (LRC) y las medidas
registradas en ovario (diametro del foliculo, nimero de foliculos) y oviducto
(longitud) mediante una regresion lineal. Con el objetivo de inspeccionar
variaciones significativas entre meses, estaciones climaticas y estados
reproductivos, y teniendo en cuenta los resultados de las regresiones, se aplicaron
ANCOVAs, usando como covariante el tamafio del animal (LRC). Las variables
morfolégicas se trasformaron para satisfacer el supuesto de normalidad y
homogeneidad de varianzas. Adicionalmente de hicieron dos ANOVAs con el fin
de buscar diferencias entre el LRC, los estadios reproductivos y los meses de

muestreo.

Para establecer e identificar los cambios histologicos a nivel de oviducto entre
estadios reproductivos se tuvo en cuenta el espesor de la capa glandular uterina,
medida que fue tomada con un micrometro ocular. Para determinar la existencia
de cambios significativos entre los estados reproductivos se aplicd una prueba de
Kruskal Wallis previa evaluacion de los supuestos. En el caso de encontrar
diferencias significativas como resultados de las pruebas, se realizd un test de
rango; test de Tukey o test de Dumm, dependiendo de si los datos son o no
paramétricos. Todos los analisis estadisticos fueron hechos en STATISTICA

version 7, asumiendo P<0.05 como criterio de significancia.
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4. RESULTADOS

Como resultados de los 7 meses de colecta se obtuvieron en total 35 hembras
pertenecientes a 4 estadios reproductivos: 6 pre-vitelogénicas juveniles, 9 pre-
vitelogénicas adultas, 13 vitelogénicas | y 7 vitelogénicas Il. Solo en el mes de
enero (el mes mas seco) no se encontraron individuos. La composicion de
hembras en cada estadio reproductivo en la poblacion no mostré variaciones
significativas entre meses, la presencia de hembras pre-vitelogénicas juveniles
(x3= 5,30 p= 0,38), pre-vitelogénicas adultas (x2=5,62 p= 0,34), vitelogénicas | (x2=
3,16 p= 0,67) y vitelogénicas Il (x2= 8,52 p= 0,12) fue constante durante el tiempo
de muestreo. De igual forma, la composicién de la poblacién entre meses secos y
lluviosos, no varié significativamente (pre-vitelogénico juvenil x2= 6,55 p= 0,26;
pre-vitelogénico adulto x2= 3,66 p=0,59; vitelogénico | x2= 0,78 p= 0,37,
vitelogénico Il x2= 0,53 p=0,46). La hembra reproductiva mas pequefia tenia 216
mm de LRC, y se encontraba en estadio vitelogénico | (Fig. 1). Los neonatos

encontrados tenian una longitud rostro cloaca aproximada de 80 mm.
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Figura 1. Distribucién mensual y por picos de precipitacion de los tamafios (LRC) de las

hembras de Atractus sp.

4.1 MORFOLOGIA MACROSCOPICA

El sistema reproductivo de Atractus sp esta compuesto por dos tractos asimétricos
constituidos por un par de ovarios y un par de oviductos. Los ovarios son
elongados, delgados y casi trasparentes en hembras pre-vitelogénicas tanto
juveniles como adultas; por otra parte, en hembras vitelogénicas |y Il, los ovarios
son mas gruesos Yy resalta su color amarillento por la presencia de foliculos
yemados, el ovario derecho se ubica mas anteriormente que el izquierdo en la

cavidad abdominal (Fig.2).

Figura 2. Morfologia macroscoépica del tracto reproductivo de Atractus sp. Escala 104mm
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La morfologia del ovario varia entre estadios reproductivos en cuanto al tamafio, la
apariencia, el diametro y nimero de foliculos ovaricos. De manera general los
foliculos en los tres estadios de las hembras adultas se presentan en series
compuestas por foliculos de tamafios similares, sin embargo también es posible,
encontrar varios foliculos aislados de menor diametro (Fig.3). En hembras pre-
vitelogénicas los foliculos son pequefios y presentan una coloracion transparente
a palida, el diametro del foliculo de mayor tamafio oscila entre 0,2mm y 4,6mm y
Su nimero no excede los 11 en los dos ovarios (Fig. 3a y tabla 1). Las hembras
vitelogénicas |, tienen foliculos con formas ovaladas mas definidas, los foliculos
mas grandes son de color amarillento, el diametro del foliculo més grande va
desde 6,7 mm hasta 19 mm, y la cantidad de foliculos méxima observada es de 18
(Fig. 3b y tabla. 1). En las hembras vitelogénicas Il los foliculos de mayor didmetro
son amarillos y altamente vascularizados; presentan un diametro entre 22,2mm y
38,5mm, y la cantidad maxima de foliculos totales observada fue de 12 foliculos
(Fig. 2c, y tabla 1.). Las series foliculares observadas en hembras vitelogénicas i
estan compuestas por un nimero no mayor a dos foliculos del mismo tamafio por
cada ovario. Lo anterior sugiere que la postura de Atractus sp puede ser de 2 a
maximo 4 huevos y coincide con las posturas observadas en campo, compuestas

por un nimero maximo de 4 huevos.
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Figura 3. Diagrama general de los tractos reproductivos izquierdos en hembras de los
tres estados reproductivos estudiados de Atractus sp. A hembra pre-vitelogénica. B
hembra vitelogénica I. Escala: A 14,dmm, B 23,2mm y C 42,6 mm.
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Tabla 1. Resultados y valores de significancia de las regresiones, andlisis de covarianza y

ANOVA, para las variables registradas en los tractos reproductivos.

‘Wariable Estadio repreductive | Media o moda * S0 Regresion | ANCOWVA | ANOWVA
LRC Pre-vitebogénico juvenil | 134,16+ 34 heses
Min=80rmm. P= 0,08
Mae= 170mm F= 0,68
Pre-vitebogénico 272,81+ 30,21 Estadios
Adulto Min=228rmm, P= 0,03
Max= 30Fmm F= 283
272 £ 30,03
Vitelogénico | bin=216mm.
bax=317mm
268 T+ 23,32
Vitelogénica || Min=240mm,
Mee=300mm
Mimers de | Pre-vitelogénico juvenil | 5162 2.40 =021 heses
foliculos Min=3, Max= 9 F=10.48 P=0,80
F= 0,002 F=045
Pre-vitelogénico 6,66+ 236
Adulto Min=8, Max=11 Temporad
a
F=0,54
Vitelogénico | 9+ 381 F=0.38
Min= 4, Max= 18
Estadios
12+ 2,75 F= 1,00
Vitelogénica I Min= 6. Max= 12 F=032
Diametro Pre-witebogénico juvenil | 1,74 £ 0,50 r#=0,082 feses
del foliculo Min=0,22mm Max= 3.7 | F=4.14 F= 0,40
mas grande F= 0,04 F=1.62
Pre-vitebogénico 3235+ 1,40
Adulto bin=1,11mm, Temporad
ban= 4 65 a
P=0.47
968386 F=053
Vitelogénico | Min=8666 Max=18.09
Estadios
MO8 +64T7 P=
Min=22 22 Max= 36,55 0,00001
Vitelogénica || F=36,T6
Pre-vitebogénico juvenil | 32,594+ 8 82 r#=0.50, heses
Lt oviducto Min=25,7Tmm. F=36,08, P=0.T6
Max=4 T 45mm F= 000001 | F=0.51
Pre-vitelogénico 75, 85+ 0 82
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Los oviductos al igual que los ovarios muestran asimetria; el oviducto derecho es
mas largo que el izquierdo, sin embargo ambos son funcionales. Cada oviducto se
encuentra ubicado en la cavidad abdominal, dorsolateral al intestino y al rifidn y se
abren de forma independiente a la cloaca. El oviducto se puede dividir en tres
regiones, en la parte mas anterior es posible observar una region traslicida y
plegada identificada como el infundibulo, inmediatamente después se encuentra el
Gtero que es un tubo mas amplio y grueso y que cambia de longitud y flacidez
dependiendo del estado reproductivo, finalmente y en la parte mas posterior esta

la vagina que tiene un diametro menor y desemboca a la cloaca (Fig. 2).

4.2 MORFOLOGIA MICROSCOPICA

Los ovarios tienen en su region cortical los elementos funcionales, los foliculos.
Los lechos germinales, de donde se originan los foliculos, se observan en la
superficie dorsal del ovario; forman masas de tejido mas gruesas que el resto de la
pared del ovario y son de formas irregulares. Dentro de los lechos germinales se
pueden observar agrupaciones de ovocitos desnudos, células somaticas y

foliculos primarios (Fig. 4a).

Los foliculos previtelogénicos (Fig. 4b) se caracterizan por presentar una teca
externa y una interna delgadas, separadas entre si por pequefios vasos
sanguineos y linfaticos; la capa de la granulosa o epitelio folicular es gruesa,
estratificada y polimérfica y rodea el ovocito. En el epitelio folicular se pueden
distinguir tres tipos de células, pequefas, intermedias y piriformes. Las células
pequefias se pueden encontrar en dos posiciones en el epitelio, basales o
apicales. Las basales se encuentran sobre la lamina basal epitelial, y las apicales
se observan hacia la zona pellcida. Las células intermedias que son de tamafio
intermedio entre las células pequefias y las piriformes, se ubican en la porcion
medio-basal del eptielio. Las células piriformes se distinguen por su gran tamafio y
forma caracteristica de pera o llama, presentan un nicleo grande y tienen su

25



citoplasma desde la zona basal hasta la apical de la capa de la granulosa o
epitelio folicular. La zona pelldcida aparece como una zona hialina que separa el
epitelio y el oocito, se puede distinguir también la zona radiata. El ovocito tiene un
citoplasma claro con algunas vesiculas transparentes y un nicleo central grande.
Los foliculos vitelogénicos presentan una diferenciacion mas notoria entre teca
interna y externa, las fibras que componen la teca son mas abundantes lo cual
hace que esta capa sea mas gruesa. La capa de la granulosa por el contrario es
una monocapa monomorfica delgada, en ella no se pueden distinguir mas que un
solo tipo de células epiteliales escamosas. La zona pellcida es amplia y se pude
observar claramente. En el ovocito la acumulacion de granulos de yema es notoria
(Fig. 4c, d).
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Figura 4. Cortes de foliculos ovéricos de diferentes estadios de foliculogénesis en

Atractus sp. Tincion con H&E. Escala: 180um para A, 45um para B, C y D.

26



Los cortes histologicos realizados en oviductos de hembras de diferentes estados
reproductivos muestran que a nivel microscopico el oviducto de Atractus sp se
puede diferenciar en seis regiones diferentes, las cuales se describen a

continuacion:

El infundibulo ubicado en la parte mas anterior del ducto se caracteriza por tener
paredes delgadas por una mucosa altamente plegada. Presenta un epitelio luminal
cuboidal a cilindrico con células ciliadas y no ciliadas, una lamina propria delgada
aglandular, seguida por fibras delgadas de tejido muscular liso circular, tejido
conjuntivo y un epitelio plano simple en su membrana serosa (Fig. 5a). El
infundibulo posterior se distingue de la zona anterior gracias a que posee paredes
mas gruesas y por la presencia de grandes pliegues de la mucosa. La mucosa
esta compuesta por un epitelio cuboidal que puede tener células ciliadas y no
ciliadas y una lamina propria que es mas gruesa en comparacion con la porcién
mas anterior pero es igualmente aglandular (Fig.5b, c). En el fondo de los pliegues
se abren y ubican unos bolsillos que acumulan espermatozoides. Estos son
conocidos como receptaculos de esperma o seminales. En ellos el epitelio luminal
es cuboidal y ciliado. El esperma hallado en los receptaculos del infundibulo
posterior se observd en hembras vitelogénicas | y Il. El esperma se observo
asociado a la los cilios y mostré una organizacion particular en la que las cabezas
de los espermatozoides se agrupan en la parte mas distal de los receptaculos.

La zona apical de las células no ciliadas del epitelio luminal del infundibulo
(anterior y posterior) y los receptaculos de esperma, reaccionaron de manera
intensa en las hembras vitelogénicas |y Il a la coloracion de PAS. Las hembras
pre-vitelogénicas mostraron una coloracion positiva pero menos intensa para
ambas zonas del infundibulo (Tabla 2) (Fig.5d). Estos resultados revelan una
produccion de carbohidratos neutros. Adicionalmente la coloracién de azul de
Alcian reveld resultados igualmente positivos en las células no ciliadas del epitelio
luminal, indicando produccibn de glicoproteinas y glicosaminoglicanos
carboxilados (Fig. 5c) (Tabla 2).
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Figura 5. Fotografias de los cortes histoldgicos del infundibulo en Atractus sp. Escala:
180um para B, Dy F, 45 ym para A, Cy E.

El Utero tiene paredes mas gruesas y estd compuesto por un epitelio luminal
columnar simple con células ciliadas y no ciliadas. En hembras pre-vitelogénicas el
epitelio se caracteriza por ser columnar (Fig. 6a). En hembras vitelogénicas | el
epitelio puede ser columnar en algunas zonas y cuboidal en otras (Fig.6b), en

hembras vitelogénicas Il el epitelio luminal es cuboidal y predominan las células no
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ciliadas (Fig. 6¢). La lamina propria estd compuesta por un tejido conectivo laxo
altamente vascularizado en donde se encuentra un tejido glandular altamente
desarrollado. Es seguida externamente por una capa circular delgada de tejido
muscular liso que estd rodeada por la capa serosa, compuesta por una capa
delgada de tejido conjuntivo y epitelio plano simple respectivamente (Fig. 4 e,f). El
tejido glandular se caracteriza por presentar numerosos unidades secretoras de
tipo tubular simple (Fig. 6a, b,c). El tejido glandular se compone de un epitelio
ciclindrico simple no ciliado altamente secretor, el citoplasma de las células de
hembras vitelogénicas |y Il contiene abundantes granulos eosinéfilos. La actividad
secretora de estas glandulas produce cambios en el grosor de la lamina propria
entre hembras de diferentes estadios reproductivos. Las glandulas uterinas de
hembras pre-vitelogénicas se caracterizan por tener un epitelio glandular con
células cubicas no secretoras y un lumen amplio (Fig.6d). Las unidades tubulares
secretoras se rodean de un tejido conjuntivo laxo altamente vascularizado. La
lamina propria de las hembras vitelogénicas |, muestra un mayor grosor debido a
un aumento en el desarrollo de las unidades glandulares, las cuales tienen células
columnares que producen abundantes granulos de secrecidén eosinéfilos y un
lumen mas reducido (Fig.6e). En las hembras vitelogénicas Il el tejido glandular es
grueso, con células epiteliales columnares conteniendo muchos granulos de
secrecion, el lumen es bastante reducido (Fig.6f). EI espesor de la capa glandular
mostré diferencias significativas entre estadios (Kruskal Wallis; H= 13,46 P=
0,003), las diferencias se presentan entre las hembras vitelogénicas Il y el resto de
los estadios, al igual que entre las hembras pre-vitelogénicas juveniles, y las
hembras vitelogénicas | (test de Dunn P < 0.05) (Fig. 7).

Las células no ciliadas del epitelio luminal uterino fueron positivas a la tinciones de
Alcian Blue y PAS (Fig. 6g, h) (Tabla 2). La reaccion a la tinciéon de PAS fue
intensa para las hembras de los tres estadios reproductivos con presencia de
esperma, y hembras vitelogénicas Il. Las glandulas uterinas por su parte,
reaccionaron negativamente. Por Ultimo la presencia de esperma en el lumen de
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esta porcion del oviducto fue evidente en todas hembras adultas

independientemente de su estado reproductivo.

Figura 6. Fotografias de cortes histologicos del oviducto a nivel del Gtero en Atractus sp.
Escala: 180um para Ay B, 45um para C, D, E, F.
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Figura 7. Relacion entre estadios reproductivos y el promedio de la altura del epitelio
glandular uterino.

La zona de transicion entre el Utero y la vagina presenta gran cantidad de pliegues
que se ramifican en pliegues secundarios. El epitelio luminal de esta porcion es
columnar simple y ciliado en su mayoria, la ldmina propria es delgada, aglandular
y estd rodeada por una capa de tejido muscular liso circular que se caracteriza por
ser mas gruesa en comparacion con zonas anteriores, y finalmente se observa la
capa serosa (Fig.8a). En la base de los pliegues longitudinales se observo
acumulacion de esperma, de igual manera se observd esperma en el lumen del
ducto. Las estructuras ubicadas en la base de los pliegues son llamadas criptas
(Fig. 8b).

La vagina tiene una forma circular definida con una capa muscular lisa circular
bastante gruesa que le confiere la apariencia de un esfinter. Esta seccion presenta

largos pliegues de la mucosa que tienen a su vez pequefios pliegues secundarios.
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El epitelio que reviste los pliegues es columnar simple ciliado, la lamina propria es
delgada y aglandular y esta rodeada por la capa circular gruesa de tejido muscular
liso, tejido conectivo y epitelio plano simple que componen la capa serosa (Fig.
8c). Adicionalmente se observo en la base de los pliegues, criptas profundas con
epitelio luminal ciliado ubicadas en la base de los pliegues (Fig. 8c, d) en las que
se pudo evidenciar la presencia de esperma. El esperma encontrado en esta parte
del oviducto no solo se restringe a dichas estructuras sino que también fue posible
verlo en el lumen y entre los cilios de los pliegues secundarios (Fig. 8e). El
esperma almacenado en las criptas de la transicion Utero-vagina y vagina se
organiza en grupos, en los cuales las cabezas de los espermatozoides se dirigen
hacia los cilios del epitelio y sus colas hacia el lumen (Fig. 8d). El esperma en la
transicion Utero-vagina y en la vagina se presentd en hembras adultas de los 3
estadios reproductivos estudiados durante los seis meses de colecta, siendo mas
abundante en la vagina. Las células no ciliadas del epitelio luminal de la transicion
Utero-vagina y de la vagina reaccionaron de forma positiva e intensa a la
coloracion de PAS. Por el contrario la coloracion de azul de Alcian fue débilmente

positiva para todas las hembras (Fig. 8f) (Tabla 2).
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Figura 8. Fotografias de cortes trasversales de la zona de transicion Uterovagina y

vagina en Atractus sp.

De manera adicional se obtuvieron cortes de cloaca de las hembras de Atractus
sp. Esta porcidon presenta varios pliegues grandes, cubiertos por un epititelio
estratificado columnar bastante alto con nlcleos basales, una luz amplia, una
lamina propria gruesa, una capa de musculo liso circular y una de musculo
esquelético estriado (Fig.9a,b). La zona apical del epitelio produce grandes

33



cantidades de granulos secretores los cuales fueron positivos para PAS y AB para

todos los estadios reproductivos (Fig. 9c, d) (Tabla 2).

Figura 9. Cortes transversales de cloaca, especificamente del urodeo anterior en
Atractus sp.
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Tabla 2. Resultados producidos por la tincién histoquimica de Acido Peryodico de Shiff y

Azul de alcian. + débilmente positivo, ++ fuertemente positivo.

Estadio Tincién | Infundibulo | Infundibulo | Utero | Unién Vagina | Cloaca
reproductive anterior posterior ltera-
vagina
Pra- PAS + + + + + ++
Vitelogénica | AB + + + + + 4
jurvenil
Pra- PAS + + ++ ++ ++ ++
Vitelogénica | AB + + + + + -
asdults
"ifﬂEillﬁ'l'lll:ﬂ I | PAS +4 ++ +# ++ + ++
&B ++ ++ ++ + + ++
Vitelogenica |l | PAS + ++ ++ ++ +4 ++
&B ++ ++ ++ + + ++

La LRC no presento variaciones entre meses, pero si entre estadios reproductivos;
estas variaciones se observan entre las hembras pre-vitelogénicas juveniles y las
hembras adultas pre-vitelogénicas, vitelogénicas | y Il (test de Tukey, P < 0.05)
(Tabla 1) (Fig. 10).
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Figura 10. Relacion entre estadios reproductivos y el promedio de la longitud rostro
cloaca (LRC).

El nimero de foliculos en desarrollo, el didmetro del foliculo mas grande vy la
longitud total de oviducto mostraron una relacion con la LRC. Estas variables no
mostraron variaciones significativas entre meses ni entre las temporadas de lluvia
o seca. De igual forma no se encontraron diferencias entre el nUmero de foliculos
y los diferentes estadios reproductivos. Si hubo variaciones significativas entre el
diametro del foliculo mas grande y la longitud de oviducto, con respecto a los
estadios reproductivos. Las diferencias obvias en el diametro del foliculo mas
grande se dan entre las hembras pre-vitelogénicas juveniles y adultas, respecto de
las hembras vitelogénicas (Fig. 11). Las diferencias para la longitud total de del
oviducto se presentan entre los individuos pre-vitelogénicos juveniles y las
hembras maduras de los otros tres estadios restantes (test de Tukey;, P < 0.05)
(Tabla 1) (Fig. 12).
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Figura 11. Relacién entre los cuatro estadios reproductivos y los promedios del diametro

de los foliculos mas grandes.
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Figura 12. Relacion entre los cuatro estadios reproductivos y los promedios de la longitud

total del oviducto.

No se encontraron diferencias entre los datos histéricos de precipitacion, y los
registrados para los meses del muestro (t= 0,19, P= 0,84). Tampoco se encontrd
relacion entre las variables morfolégicas reproductivas y los valores de
precipitaciéon (Spearman, niumero de foliculos R= 0,23 P= 0,31; Diametro del
foliculo méas grande R=0,46 P=0,12; longitud del oviducto R= 0,17 P=0,11).

37



5. DISCUSION

51 MORFOLOGIA Y ACTIVIDAD SECRETORA

La morfologia macroscopica de los tractos reproductivos femeninos descrita para
Atractus sp sigue el patron reportado para la mayoria de los escamados (Fox,
1956; Blackburn, 1998; Server & Ryan, 1999; Girling, 2002). Se resalta la
asimetria en la longitud de los oviductos, siendo el derecho generalmente mas
largo. Esta caracteristica comun en serpientes de cuerpo elongado estaria
relacionada con la optimizacién del espacio intraabdominal durante la gravidez
(Perkins & Palmer, 1996).

La histologia del ovario y la observacion del proceso de foliculogénesis muestran
gue en general se comparten las caracteristicas encontradas para otras especies
de escamados (Lance & Lofts, 1978; Uribe, et al., 1995; GOmez & Ramirez-Pinilla,
2004). Las caracteristicas observadas en el lecho germinal de Atractus sp,
coinciden con las descritas para varias especies de lagartos y serpientes (Lance &
Lofts, 1978; Klosterman, 1983; Uribe, et al., 1995; GOmez & Ramirez-Pinilla,
2004). No pudimos determinar el nimero de lechos germinales presentes en esta
especie. En serpientes, este nimero puede variar y ser mas amplio que en
lagartos, esto probablemente, gracias a que las serpientes poseen un cuerpo y un

ovario mas elongado (Radder, et al., 2008; Guraya, 2013).

El cambio méas evidente entre los foliculos pre-vitelogénicos y vitelogénicos se

observd no solo en la acumulacién de yema y en el aumento del tamafio de los

foliculos, sino en el grosor y composicién de la capa granulosa. Estos cambios

coinciden con lo encontrado por otros varios autores en escamados (p.ej. Lance &

Loft, 1978; Uribe et al., 1995). La capa granulosa en los foliculos previtelogénicos

se caracteriza por ser polimérfica y gruesa, en ella sobresalen las células
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piriformes, las cuales se cree cumplen una funcién fundamental en el crecimiento
del oocito, pues servirian como trasportadoras de materiales citoplasmaticos
(Betz, 1963; Goldberg, 1970; Uribe et al., 1995). Al no encontrar hembras gravidas
en este muestreo, no se pudo describir el cuerpo lateo, el cual es un elemento

funcional endocrino muy importante en reptiles.

La zonacion del oviducto encontrada por histologia en Atractus sp coincide con lo
reportado para la mayoria de escamados oviparos (SaintGirons, 1962a; Aldridge,
1982; Guillette & Jones, 1985; Adams & Cooper JR, 1988; Perkins & Palmer,
1996; Resende & Nascimento, 2014; Rojas, et al, 2015). No obstante se
presentan algunas diferencias en cuanto a la nomenclatura utilizada por los

diferentes autores.

El infundibulo fue dividido en dos porciones, anterior y posterior. El infundibulo
anterior que inicia con el ostium infundibular, tiene como funcidn recibir el ovocito
recién owulado (Girling, 2002), el epitelio de esta zona es ciliado y plegado. La
abundancia de cilios se relaciona con el traslado del ovocito recién ovulado hacia
la parte posterior, lugar donde se efectua la fertilizacion (Blackburn, 1998). El
infundibulo posterior se caracteriza principalmente por ser un tubo mas grueso y
estrecho, y por la presencia de los receptaculos de esperma, los cuales han sido
observados en esta misma zona en muchas otras serpientes tanto oviparas como
viviparas (Saint Girons, 1962a; Fox, 1956; Halpert, et al., 1982; Aldridge, 1982;
Perkins & Palmer, 1996; Sever, et al, 2000; Server & Hamlett, 2002;
Yamanouyea, et al., 2004; Siegel & Server, 2008; Siegel et al., 2009; Resende &
Nascimento, 2014; Rojas, et al., 2015).

Aldridge (1982) describe esta porcion del oviducto en Tantilla coronata como zona
de unién infundibulo-Utero, la cual se caracteriza por la presencia de receptaculos
de esperma de tipo alveolar. Esta morfologia de los receptaculos coincide con lo
reportado para otras serpientes oviparas como Diadophis punctatus (Perkins &
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Palmer, 1996), pero difiere con lo descrito para Cerastes cerastes, Philodryas
patagoniens y Atractus pantostictus, en donde los receptaculos son tipo tubulares
(SaintGirons, 1962a; Resende & Nascimento, 2014; Rojas, et al., 2015), lo cual
corresponde con lo aqui descrito para Atractus sp.

El Utero en especies oviparas tiene una de las funciones mas importantes,
producir los componentes de la cascara de los huevos y retenerlos hasta el
momento de la oviposicion (Perkins & Palmer, 1996; Blackburn, 1998; Girling,
2002). Histolégicamente el Utero muestra gran variacion, esto gracias a las
multiples veces que ha evolucionado los modos reproductivos en los escamados
(Blackburn, 1998; Siegel, et al., 2011). Un ejemplo de dicha variacion se da en la
morfologia de las glandulas uterinas, encargadas de la produccion de la cascara,
las cuales varian tanto entre especies oviparas como viviparas (Heulin, et al.,
2005). Las glandulas uterinas en Atractus sp, son tubulares simples al igual que lo
descrito para otras serpientes oviparas como Cerastes cerastes, Coniophanes
fissidens, Crotalus viridis, Natrix natrix, Vipera aspis y Philodryas patagoniensis
(Siegel, et al, 2011; Rojas, et al.,, 2015), pero difieren con lo reportado para
Tantilla coronata y Diadophis punctatus, donde las glandulas son descritas como
alveolares (Aldridge, 1982; Perkins & Palmer, 1996).

El epitelio luminal que recubre el Utero en Atractus sp, presenta una serie de
variaciones teniendo en cuenta el estadio reproductivo de la hembra analizada.
Dicho epitelio pude ser cilindrico o cubico, y la cantidad de células ciliadas
disminuye conforme aumenta la actividad reproductiva; esta misma observacion
se ha hecho en otras especies como Cerastes cerastes (SaintGirons, 1962a) y
podria estar relacionada con el aumento de la actividad secretora por parte del
epitelio luminal uterino en hembras de estadios reproductivos avanzados. El
aumento de dicha actividad por parte del epitelio luminal produce granulos
secretores proteicos que estarian relacionados con el proceso de produccion de la
membrana de la cascara (Hoffman, 1970).
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El incremento de la altura del epitelio glandular del Utero es evidente en hembras
de Atractus sp en el estadio vitelogénico lI, esto coincide con lo encontrado para la
mayoria de los escamados oviparos, y se debe a un aumento en la actividad del
tejido glandular (Heulin, et al., 2005). Dicho aumento esta relacionado, con la gran
producciéon de granulos secretores que formaran la porcién proteica de la cascara
del huevo por parte de las glandulas uterinas de hembras vitelogénicas Il y estaria
controlado por un incremento en la produccion de estrégenos, como se ha descrito

para otras serpientes como Thamnophis elegans (Mead et al., 1981).

Para la seccion mas posterior del oviducto, la nomenclatura es muy diversa y varia
ampliamente entre autores. Ha sido llamada vagina (Perkins & Palmer, 1996;
Blackburn, 1998; Uribe et al., 1998; Sever, et al., 2000), vagina anterior (Fox,
1956; Halpert, et al.,, 1982), bolsa (Resende & Nascimento, 2014), tubo vaginal
(SaintGirons, 1962a), Gtero posterior (Aldridge, 1992), Utero no glandular (Siegel &
Server, 2006; Siegel & Server, 2008; Resende & Nascimento, 2014) y mas
recientemente unidén Utero-vagina y vagina (Rojas et al., 2015). La nomenclatura
propuesta aqui coincide con la descrita por Rojas et al. (2015) para Philodryas
patagoniensis, en donde se realiza la zonacion teniendo en cuenta la funcionalidad

y las caracteristicas de cada porcién.

En general la histologia descrita para estas secciones, es similar a la reportada
por otros autores para los escamados (Fox, 1956; Adams & Cooper JR, 1988;
Perkins & Palmer, 1996; Uribe et al., 1996; Blackburn, 1998; Girling, 2002;
Sanchez-Martinez, et al., 2007; Siegel & Server, 2008; Siegel, et al., 2011). La
transicion Utero—vagina se diferencia morfolégicamente del Gtero por la ausencia
de glandulas, la presencia de largos pliegues y un aumento en el grosor de la capa
muscular. En cuanto a la funcionalidad de esta parte, en el Utero se retinen los
huevos durante la gestacién y se fabrica la cascara de los mismos (Blackburn,

1998; Girling, 2002). Por el contrario en la transicién Utero-vagina funciona como
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sitio de almacenamiento de esperma, y como canal de entrada a la vagina (Rojas,
et al., 2015).

La vagina se caracteriza por tener una capa muscular mucho mas gruesa que el
resto del oviducto, esta funciona como esfinter y sirve para la retencion de los
huevos y el movimiento de los mismos durante la oviposicion (Perkins & Palmer,
1996).

La actividad secretora del epitelio luminal del oviducto es constante en los tres
estadios encontrados de las hembras adultas, las variaciones se presentan en la
intensidad de la reaccion, siendo ésta mayor en estados vitelogénicos. Dicha
intensidad podria estar también relacionada con la presencia de esperma en
algunas zonas del oviducto (Resende & Nascimento, 2014) pues como se ha
reportado por Uribe et al. (1998) y Siegel et al. (2009), las secreciones que se
observan en el tracto de las hembras con presencia de esperma son similares a
las producidas por el segmento sexual renal de los machos. Por otra parte, la
constante secrecion del epitelio luminal a lo largo del tracto, incluida la cloaca en
los cuatro estadios reproductivos, podria estar involucrada en la proteccion del
tracto hacia posibles microrganismos, ademas podria servir como lubricacién, y

asi evitar la pérdida de humedad (Carneiro & Jungueira, 2008; Rojas et al., 2015).

La actividad secretora de las células no ciliadas del infundibulo anterior fue
constante en las hembras de los cuatro estadios reproductivos. Se ha encontrado
que la secrecién en esta porcién del infundibulo es intensa e ininterrumpida
durante todo el ciclo reproductivo (Siegel & Server, 2008). Dichas secreciones
estarian relacionadas con la deposicion de materiales importantes al huevo recién
owdlado (Girling, 2002). Por otra parte, en el infundibulo posterior la presencia de
mucopolisacéridos y carbohidratos neutros aumenta en hembras vitelogénicas |y

Il. La presencia de esperma parece propiciar el aumento de dichas secreciones,
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las cuales servirian para la nutricion y la proteccion del esperma alojado en los

receptaculos de esperma (Halpert etal., 1982).

En el dtero, la actividad secretora aumenta conforme avanza la actividad
reproductiva de las hembras. El epitelio uterino de las hembras vitelogénicas |y I
de Atractus sp reacciona de manera positiva e intensa a la tincién de azul de
alcian, la cual detecta glicosaminoglicanos, sustancia que hace parte de los
componentes de la cdscara (Heulin, et al., 2005). La principal fuente de secrecién
proteica para la producciéon de la cascara, son las glandulas uterinas (Cree et al.,
1996). En Atractus sp, las glandulas uterinas no reaccionaron de manera positiva
a la tincion de azul de alcian, hecho que ha sido observado en otros escamados
(Heulin, et al., 2005), por lo tanto la intensidad de la reaccion en las hembras
cercanas a la owulacion a nivel del epitelio uterino, se relacionaria con la
produccion de los componentes especificos y propios de la cascara del huevo.

La baja intensidad de la reaccién histoquimica de AB en la transicion Utero-vagina
y vagina en todas las hembras procesadas seria explicada por la ausencia de
hembras gravidas cercanas a la ovoposicién, en nuestro muestreo. Se sabe que
las hembras gravidas, presentan un aumento en la concentracion de
glicosaminoglicanos en la vagina, y que dicho aumento es un indicio de que las

hembras estan proximas a la ovoposicién (Perkins & Palmer, 1996).

5.2 ALMACENAMIENTO DE ESPERMA

En general se conocen dos sitios de almacenamiento de esperma en los
escamados, el infundibulo y la parte mas posterior del tracto reproductivo (Fox,
1956; Saint Girons, 1962a; Saint Girons, 1962b; Hoffman, 1970; Halpert et al.,
1982; Aldridge, 1992; Perkins & Palmer, 1996; Server & Hamlett, 2002; Rojas et
al., 2015). En Atractus sp el almacenamiento de esperma se observd en el
infundibulo posterior y en la transicion Utero-vagina y vagina. En el infundibulo
posterior de Atractus sp los receptaculos de esperma son invaginaciones
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epiteliales tubulares ciliadas, que en otras especies han sido descritas como
alveolares o tubulares (Aldridge, 1992; Server & Ryan, 1999; Server & Hamlett,
2002; Resende & Nascimento, 2014; Rojas, et al, 2015). Para serpientes
neotropicales los receptaculos de esperma en el infundibulo han sido descritos
para Bothrops erythromelas, Atractus pantostictus y Philodryas patagoniensis
(Barros, et al, 2014; Resende & Nascimento, 2014; Rojas et al., 2015), sin
embargo soélo se confirmd el almacenamiento de esperma para Philodryas
patagoniensis pues no se encontrd evidencia de esperma dentro de las
estructuras en las otras especies. Lo anterior convierte a Atractus sp en el
segundo reporte confirmado de una especie Neotropical que almacena esperma

en receptaculos seminales del infundibulo posterior.

Por otra parte, en la transicion Gtero vagina y en la vagina el esperma se observd
acumulado en criptas, que se ubican en la base de los pliegues longitudinales del
epitelio luminal. Estas criptas parecen ser extensiones del revestimiento del
oviducto y podrian no estar especializadas en guardar esperma, condicion que ha
sido reportada para otros reptiles (Sanchez-Martinez et al., 2007). La considerable
cantidad de esperma observada en estas zonas y en el lumen de Utero, transicion
Utero-vagina y vagina en hembras adultas de Atractus sp, podria ser indicio de un
apareamiento reciente (Siegel & Server, 2006) y no de su almacenamiento. Por
otra parte, la presencia de esperma en dichas criptas, se observd en hembras
adultas de tres estadios reproductivos; pre-vitelogénico, vitelogénico |y IIl. En
serpientes el momento en el cual las hembras son receptivas a los machos esta
asociado al aumento en la produccion de estrégeno por parte del ovario,
adicionalmente, el aumento de estrégeno estd involucrado en la fabricacion de
vitelogenina, la cual estimula el crecimiento de los foliculos ovaricos (Crews &
Garstka, 1982; Mendonca & Crews, 1996). Sin embargo, se ha observado en otras
especies de serpientes altamente estacionales en su reproduccién como
Seminatrix pygaea y Thamnophis sirtalis parietalis, presencia de esperma y
evidencia de receptividad en hembras no vitelogénicas. Este hecho estaria
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relacionado con un posible desacoplamiento de la conducta reproductiva de
receptividad y la foliculogénesis, e implica la necesidad de almacenar los
espermatozoides hasta la ovulacion unos meses mas tarde (Server & Ryan, 1999;
Whittier & Crews, 1986).

La intensa reaccion al reactivo de PAS de los receptaculos de esperma con
espermatozoides en su interior, podria ser explicado segun Siegel et al. (2011) a la
capacidad que tienen estos receptaculos de secretar granulos ricos en hidratos de
carbono neutros, que atraerian al esperma a los receptaculos, esto sumado a las
secreciones propias del esperma aumentarian la intensidad de la reaccion
histoquimica (Adams & Cooper JR, 1988).

El esperma acumulado tanto en el infundibulo, transicion Gtero-vagina y vagina
mostré una organizacion particular, las cabezas del esperma se orientan hacia la
parte distal de los receptaculos. Este patron de organizacion ha sido observado en
otros escamados (Fox, 1956; Halpert, et al,, 1982; Adams & Cooper JR, 1988;
Aldridge, 1992; Perkins & Palmer, 1996; Siegel, et al., 2011; Rojas, et al., 2015) y
podria deberse a algun tipo de mecanismo quimico que propicia dicha
organizacion (Adams & Cooper JR, 1988). Este ordenamiento particular tendria
algun valor funcional, como la proteccion fisica del esperma o la reducciéon de la
actividad metabdlica del mismo (Fox, 1956; Halpert, et al., 1982; Adams & Cooper
JR, 1988). La funcidon de estas estructuras tanto en el infundibulo, en la transicion
atero-vagina y vagina, parece ser proteger de forma mecénica el esperma
(Aldridge, 1992; Server & Ryan, 1999) y su nutricion (Halpert et al., 1982).

A pesar de que se desconoce la cantidad de tiempo que el esperma puede
permanecer en los receptaculos antes de la fertilizacion o de la migracién hasta el
infundibulo (Fox, 1956; Adams & Cooper JR, 1988), se cree que el esperma
contenido en dichas estructuras podria contribuir a la fertilizacién de los ovocitos
en ausencia de machos, o permitiria la paternidad mdaitiple (Uribe et al., 1998). En
cuanto a el mecanismo de liberacion del esperma contenido en los receptaculos
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del infundibulo existen dos hipdtesis, la primera tiene que ver con la presencia de
células mioepiteliales contractiles que rodean los receptaculos, y entran en accién
gracias a el control hormonal (Rojas, et al.,, 2015). La segunda apunta a que la
liberacién del esperma es mecanica; segun Server & Ryan (1999) la presion
ejercida por parte de los huevos recién ovulados a las paredes del ducto,
produciria la liberacion de los espermatozoides. Esta segunda hipétesis parece
aplicar para Atractus sp, ya que no se observaron células mioepiteleiales en los

receptaculos.

5.3 TAMANO DE LA POSTURA

El tamafio de postura encontrado para Atractus sp, oscila entre dos y maximo
cuatro huevos. Esto difiere con lo encontrado para otras especies del género,
como A. major, A. schach, A. snethlageae y A. torquatus, para las cuales se han
reportado posturas grandes de hasta 9 huevos (Martins & Oliveira, 1998), pero
coincide con lo hallado para A. emigdioi, (Esqueda & La Marca, 2005). No
obstante, el tamafio de la postura de Atractus sp, podria variar con respecto a su
LRC, pues como se ha descrito en otras especies de serpientes, existe una
correlacion positiva entre, la longitud rostro cloaca y el numero de huevos, y una
correlacion negativa entre el nimero de huevos y el tamafio de los neonatos
(Goldberg, 2001; Ford & Seigel, 1989). Teniendo en cuenta que en nuestro
muestreo no fueron halladas hembras ovigeras, es necesaria una investigacion
mas amplia para saber si la anterior afirmacion es aplicable a la poblacion de

Atractus sp en cuestion.

5.4 ACTIVIDAD REPRODUCTIVA

La reproduccién de Atractus sp pareceria ser continua a nivel poblacional. La
presencia constante de hembras con foliculos vitelogénicos durante el tiempo de
muestreo, la observaciéon de posturas en campo, la captura de individuos neonatos
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y la no variacion de las medidas morfométricas entre meses 0 estaciones, son
indicios que apoyan nuestra sugerencia. Este hecho coincide con lo descrito por
Martins & Oliveira (1998) para dos especies del género (A. latifons y A.
torquatus), ambas especies habitan zonas al norte de Brasil, donde el clima es
tropical y no muestra variaciones importantes a lo largo del afio (Resende &
Nascimento, 2014). Sin embargo para A. major, especie también habita en zonas
tropicales, la reproduccion parece ser estacional (Martins & Oliveira, 1998), al igual
que lo reportado para A. pantostictus y A. reticulus, especies encontradas al sur de
Brasil (Balestrin & Marcos, 2005; Resende & Nascimento, 2014).

La presencia de hembras adultas en diferentes estadios reproductivos (pre-
vitelogénicas adultas, vitelogénicas | y Il), durante los meces de muestreo, nos
indica que, no todas las hembras adultas que componen la poblacién se
reproducen al mismo tiempo. Esto quiere decir que el ciclo aparentemente
continuo de Atractus sp, podria ser resultado de reproduccion asincrénica (Seigel
& Ford, 1987). La anterior caracteristica, ha sido reportada para otras poblaciones
de serpientes con ciclos reproductivos continuos como Oxyrhopus guibei (Pizzatto
& Otavio, 2002).

Las serpientes en estado gravido ven reducida su capacidad de locomocion, por lo
tanto el riesgo de ser pedradas aumenta y conseguir alimento es mas dificil
(Lourdais, et al., 2002; Shine, 2003; Brown & Shine, 2006), ademas la temperatura
para estas hembras, es un factor critico (Brown & Shine, 2006) y cambios bruscos
podrian afectar la viabilidad de la nidada, por tales razones es posible que las
hembras gravidas de Atractus sp, busquen refugio entre rocas y tierra mas
profunda, donde los cambios de temperatura son menores que en la superficie, y
la exposicibn a depredadores también se reduce, lo cual hace mas dificil

capturarlas.
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Muchas serpientes tropicales son conocidas por tener habitos reproductivos no
estacionales, la mayoria de especies que poseen esta caracteristica, viven en
lugares con condiciones climaticas casi constantes (Censky & McCoy, 1988). Se
sabe que la actividad reproductiva en serpientes, esta directamente influenciada
por factores bidticos y abioticos como las tasas de predacion, la disponibilidad de
alimento, la precipitacion y la temperatura respectivamente (Shine, 1991; Shine,
1997; Shine, 2003; Brown & Shine, 2006), siendo segun Brown & Shine (2004), el
factor hidrico y no la temperatura, la variable abiética mas importante para las
especies que residen en los tropicos. Teniendo en cuenta que las condiciones de
precipitacion y temperatura de la zona donde se realizd esta investigacion no
muestran variaciones drasticas, se podria pensar que la poblacion de Atractus sp
estudiada, cuenta con condiciones casi constantes (por lo menos abidticas), que
brindan un ambiente propicio en el cual las hembras pueden asegurar la
reproduccion. Sin embargo es necesario llevar a cabo un estudio mas extenso,

gue abarque todo un afio, para confirmar o rechazar las anteriores sugerencias.
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6. CONCLUSIONES

En general las caracteristicas macro y microscopicas del ovario y el tracto
reproductivo de Atractus sp siguen el patron general reportado para la
mayoria de los escamados.

Las variaciones morfolégicas del ovario y el oviducto entre estadios
reproductivos se relacionan con el avance de la foliculogénisis, la presencia
y almacenamiento de esperma, y las caracteristicas del epitelio luminal y
actividad de las glandulas uterinas,.

El almacenamiento de esperma se produce en la parte posterior del
infundibulo.

La madurez sexual en las hembras se alcanza a los 216mm (LRC) y el
tamafo de postura es de maximo 4 huevos.

Para los seis meses muestreados se encontré que la poblacion posee una

actividad reproductiva continua con asincronia intrasexual.
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ANEXOS

Anexo A. Numeros de coleccion de los individuos estudiados en esta

investigacion:

UIS-R-3028, UIS-R-3023, UIS-R-3035, UIS-R-3032, UIS-R-3021, UIS-R-3026,
UIS-R-3024, UIS-R-3033, UIS-R-3031, UIS-R-3054, UIS-R-3048, UIS-R-3039,
UIS-R-3038, UIS-R-3041, UIS-R-3042, UIS-R-3043, UIS-R-3061, UIS-R-3067,
UIS-R-3063, UIS-R-3069, UIS-R-3068, UIS-R-3072, UIS-R-3071, UIS-R-3090,
UIS-R-3091, UIS-R-3092, UIS-R-3095, UIS-R-3098, UIS-R-3111, UIS-R-3112,
UIS-R-3113, UIS-R-3114, UIS-R-3122, UIS-R-3123, UIS-R-3263.
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