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RESUMEN

La viviparidad en reptiles es conocida desde tiempos remotos. Sin embargo, la mayoria de los
estudios sobre viviparidad, placentacién y membranas extraembrionarias se han realizado en los
ultimos dos siglos de nuestra era, principalmente con lacertilios. Este es el primer trabajo llevado
a cabo en una serpiente en México. La aposicion de las membranas extraembrionarias con el
epitelio uterino da lugar a la formacién de las diferentes placentas en las especies viviparas. La
viviparidad evoluciond paralelamente con la placentacién, siendo los reptiles escamosos el
modelo ideal para el estudio de estos eventos. Se reconocen tres categorias generales de
placentacion en reptiles escamosos: 1) Corioplacenta, 2) Placentas del saco vitelino - placenta
coriovitelina, onfaloplacenta y onfaloalantoplacenta -, y 3) Alantoplacenta (Corioalantoplacenta).
Este trabajo se realizo con ejemplares de la serpiente mexicana Conopsis lineata, la mayoria de
ellos de colecciones cientificas. El estudio se llevd a cabo con microscopia de luz. Se
encontraron embriones en tres etapas de desarrollo. La hembra capturada en noviembre presentd
embriones en gestacion temprana (etapa de segmentacion), en la cual aun no se ha formado
ningun tipo placentario. Dos hembras, del mes de enero, presentaron embriones en gestacion
media (estadios 16 y 18), etapa de transicion donde se observan la corioplacenta, la placenta
coriovitelina, la onfaloplacenta y la corioalantoplacenta incipiente. Ocho hembras, capturadas
entre abril y mayo, presentaron embriones en gestacion tardia (estadios 35, 36 y 37), aqui se
pudo observar las placentas definitivas, la corioalantoplacenta y la onfaloalantoplacenta. Todas
las categorias de placentacion fueron observadas, con caracteristicas similares a las descritas en
otros reptiles escamosos. Esta es la primera descripcion que se hace de la corioplacenta en una
serpiente. Con base en su histologia, la corioplacenta posiblemente cumpla la funcién de
proteccién, la placenta coriovitelina y la corioalantoplacenta de intercambio gaseoso y la

onfaloplacenta y onfaloalantoplacenta de secrecion y absorcion. Una delgada membrana de la
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cascara estuvo presente en todos los estadios de desarrollo. Por las similitudes con otras especies

de serpientes, C. lineata podria mostrar un alto grado de homoplasia.

INTRODUCCION
Antecedentes

La viviparidad en reptiles es conocida desde tiempos remotos. En el afio 715 a.C. el profeta
Isaias describié una vibora emergiendo de otra. Asi mismo, la literatura Hebrea antigua
menciona una leyenda de cierto filésofo que tomé una serpiente y la colocé dentro de un barril
hasta que pari6. En tiempos méas modernos, la morfologia general del saco vitelino y del Gtero
gravido de la lagartija Australiana Trachydosaurus rugosus fue descrita por Haacke en 1885.
Giacomini, en 1891, hizo la primera descripcion de la anatomia de la placenta alantoidea y
vitelina en Chalcides chalcides y en 1906 publicé una descripcion més detallada de la histologia

del oviducto y la placenta en Chalcides ocellatus (Yaron, 1985).

En 1910, Gadow estudio los reptiles mexicanos e indicé que la mayoria de las especies
viviparas vivian a una elevacion por arriba de los 3,000 m (Tinkle y Gibbons, 1977). Por
alrededor de una década, entre 1927 y 1935, los trabajos de Weekes contribuyeron fuertemente
al conocimiento de la viviparidad y la placentacién de los escamosos, siendo sus trabajos la base
de los estudios morfoldgicos, pasados y actuales, acerca de la placentacién en reptiles
(Blackburn, 2006; Thompson y Speake, 2006). En 1929, Mell not6 en sus estudios de reptiles
Chinos que la viviparidad es particularmente comUn entre especies en latitudes y altitudes altas.
En 1940, Sergeev realizd6 un estudio sobre la distribucion de la viviparidad en reptiles,
principalmente en Eurasia, mostrando claramente que el porcentaje de especies viviparas es
mayor en latitudes y elevaciones altas; también aportd una clara explicacién para las presiones
selectivas, las cuales considerd6 como evidencia de la evolucion de la viviparidad. Packard

presentd esencialmente la misma idea en 1966, pero con explicaciones mas detalladas de las
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etapas intermedias en la evolucion de la viviparidad a partir de la oviparidad (Tinkle y Gibbons,

1977).

La mayoria de los estudios recientes que abordan temas sobre viviparidad, placentacion y/o
membranas extraembrionarias de reptiles se han realizado principalmente con lacertilios de las
regiones de Australia (Stewart y Thompson, 1994, 1996, 2009a,b; Shine, 2006; Stewart et al
2009), Africa (Flemming y Brach, 2001), Sudamérica (Blackburn et al., 1984; Flemming y
Blackburn, 2003; Jerez y Ramirez-Pinilla, 2003; Ramirez-Pinilla, 2006; Crocco et al., 2008; Leal
y Ramirez-Pinilla, 2008; Wooding et al., 2010), Estados Unidos (Andrews, 2000; Mathies y
Andrews, 2000; Parker y Andrews, 2006; Blackburn et al., 2010) y México (Guillete y Jones,
1985; Villagran-Santa Cruz, 1989; Méndez de la Cruz y Villagran-Santa Cruz, 1993; Villagran-
Santa Cruz et al., 1994, 2005; Méndez de la Cruz et al., 1998; Calderon-Espinosa et al., 2006;
Martinez-Torres et al., 2006; Castafios et al., 2009); pocos son los estudios que se han realizado
en serpientes (Tabla 1). Gran parte de estas investigaciones se han basado casi exclusivamente en
microscopia de luz (Blackburn et al., 2002). No obstante, recientemente se estan utilizando
nuevas técnicas como la microscopia electronica de barrido y de transmision, representando
herramientas muy valiosas en los estudios de la morfologia de la placenta (e.g. Blackburn et al.,
2002, 2003, 2009; Blackburn y Lorenz, 2003a, b; Stewart y Brasch, 2003; Knight y Blackburn,

2008).
Patrones reproductores (Oviparidad-Viviparidad)

La oviparidad es definida como la puesta de huevos con embriones, estos huevos requieren un
periodo de desarrollo embrionario fuera del aparato reproductor de la hembra, que generalmente
ocurre en algun tipo de nido (Guillete, 1993). Aunado a esto, el termino gravido se refiere a las
hembras oviparas que mantienen los huevos en el oviducto hasta antes de la oviposicion (Girling,

2002).
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La viviparidad es el patron reproductor en el cual las hembras gestantes retienen a los
embriones dentro del Utero hasta completar su desarrollo. La madre provee un ambiente uterino
adecuado para el intercambio gaseoso y de agua requerido para el soporte del desarrollo
embrionario (Guillete, 1993). La gestacion es el periodo de tiempo que permanecen los
embriones dentro del oviducto de las hembras viviparas hasta antes del nacimiento (Girling,

2002).

La ovoviviparidad fue definida como el patron reproductor en el cual las crias nacen
completamente desarrolladas pero no reciben nutrientes por parte de la madre, excepto el vitelo
inicial que fue provisto al huevo antes de la ovulacién y/o fertilizacion (Guillete, 1987). Sin
embrago, este término se volvié obsoleto, ya que ha sido visto como un estadio intermedio en la
evolucion de la oviviparidad a la viviparidad (Guillete, 1987, 1991; Shine y Guillete, 1988);

ademas de que representa un término impreciso y confuso (Smith, 1986; Blackburn, 1999).
Evolucion de la viviparidad y placentacion

Los origenes de la viviparidad estan distribuidos en todas las principales zonas biogeogréficas
y ocupan diferentes niveles taxondémicos, desde la familia y superfamilia hasta la subespecie
(Blackburn, 2000). Las aproximaciones tradicionales han asumido implicitamente que las
especies viviparas son encontradas en los habitats donde su viviparidad ha sido originada,
habitats que han provisto presiones selectivas propiciando este patron reproductor. Sin embargo,
las distribuciones actuales de las especies viviparas no necesariamente indican el lugar donde el
patron reproductor evoluciond (Blackburn, 2000). La distribucion de cada especie esta
determinada por su adaptacion al medio, pero también por su historia evolutiva (Espinosa y

Ocegueda, 2008).

La seleccion natural presumiblemente opera en todas las etapas de los ciclos de vida de un

animal, y se puede esperar que sus embriones, ademas de los adultos, presenten adaptaciones al
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Tabla 1. Revision de la literatura sobre membranas extraembrionarias y placentacion en
serpientes (tomada de Yaron, 1985 y modificada)

Taxa

Tema

Referencias

Austrelaps superbus

Histologia y desarrollo

Weekes, 1929

Pituophis  guttatus
(Elaphe gutata)

Desarrollo e histologia; microscopia electronica de barrido,
histologia y ultraestructura.

Blackburn et al., 2003;
Knight y Blackburn, 2008

Enhydris dussumieri

Histologia y desarrollo

Parameswaran, 1962

Enhydrina schistosa

Histologia y desarrollo

Kasturirangan, 1951a

Hydrophis
cyanocinctus

Histologia y desarrollo

Kasturirangan, 1951b

Natrix natrix

Nerodia sipedon

Estructura y funcion de la placenta

Conaway y Fleming, 1960

Storeria dekayi

Histologia y ultraestructura de la placenta

Blackburn et al., 2009

Suta suta

Histologia y desarrollo

Weekes, 1929

Thamnophis spp.

Breve descripcion histolégica

Rahn, 1939

Thamnophis sirtalis

Desarrollo, histologia, histoquimica, electromicrdscopia y
funcion de la placenta

Hoffman, 1968,1970
Blackburn et al., 2002

Blackburn y Lorenz,
2003a,b
Thamnophis Descripcion, histologia, microscopia electrénica de barrido | Blackburn et al., 2002
ordinoides de la placenta
T. radix Descripcion, histologia, microscopia electronica de | Gerrard, 1974

transmision de la placenta, desarrollo y funcién en la
transmision de esteroides

Blackburn y
2003a,b

Lorenz,

Vipera berus

Corta descripcion

Revision completa sobre placentacion

Bellaris et al., 1955
Weekes, 1935
Panigel, 1956
Bauchot, 1965

Virginia spp.

Breve descripcion histoldgica

Rahn, 1939

Virginia striatula

Descripcion, desarrollo e histologia

Stwart y Brach, 2003

ambiente en el que se encuentran. EI modelo mas simple de la evolucion de la viviparidad a

partir de la oviparidad involucra un incremento gradual del tiempo de retencién del huevo en los

oviductos maternos hasta su oviposicion y la reduccién en el grosor de la membrana de la

cascara (Packard et al., 1977), evolucionando paralelamente con la placentacién para facilitar el

intercambio de agua y gases (Stewart y Thompson, 2003).
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Las placentas de los amniotas son similares debido a que las membranas extraembrionarias
que las conforman son homologas, de manera que se observa una limitada posibilidad de
variacion estructural y funcional entre los tejidos maternos y fetales; estos anexos han
evolucionado independientemente en mdaltiples oportunidades siguiendo trayectorias

convergentes o paralelas (Blackburn, 1992; Stewart y Thompson, 2003; Ramirez-Pinilla, 2010).
Reptiles escamosos como modelo de estudio

Los reptiles son un grupo de especial interés en el estudio de la reproduccion, no sélo por ser los
primeros vertebrados colonizadores del ambiente terrestre que no dependen del agua para la
puesta de huevos, sino también por las adaptaciones evolutivas en las que se vieron implicados
en el desarrollo de esta funcién. Los estudios de viviparidad en reptiles son de particular
importancia para entender la evolucion de la reproduccion en mamiferos, incluidos los humanos.
Los reptiles, entre ellos los escamosos (lacertilios, serpientes y anfisbénidos), las aves y los
mamiferos son amniotas, lo que significa que sus embriones desarrollan las mismas membranas
extraembrionarias, estructuras altamente conservadas en este grupo (Thompson y Speake, 2006;

Ferner y Mess, 2011).

Los reptiles escamosos representan animales extremadamente prometedores por muchas
razones, ya que pueden ser estudiadas tanto especies oviparas como viviparas y dar pistas acerca
de la evolucion de su biologia reproductora. La viviparidad ocurre en alrededor del 20% de las
especies de escamosos existentes, representando un total de 1500 especies. Las membranas
extraembrionarias (corion, alantoides, amnios y saco vitelino) pueden decirnos mucho sobre la
evolucion del huevo amniota, pues llevan a cabo las funciones basicas mismas que fueron
demandadas por los ancestros de los amniotas. Los analisis filogenéticos han demostrado que
este patron ha evolucionado forma convergente (alrededor de 108 ocasiones), representando 76%

de los 141 origenes en vertebrados actualmente reconocidos, mas frecuente que en todos los
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demés vertebrados en conjunto (Blackburn, 1999). Muchos de estos origenes han sido
relativamente recientes (en tiempo geoldgico) y en bajos niveles taxonémicos, permitiéndonos
potencialmente reconstruir la transicion evolutiva hacia este patron (Qualls et al., 1995; Stewart
et al., 2004). Ademas, este taxdn presenta caracteristicas que han sido encontradas en otros
vertebrados viviparos no reptiles, por lo que también ofrecen informacion acerca de su evolucién

(Blackburn, 2006).

Dos avances conceptuales contribuyeron de manera importante al crecimiento del modelo de
los escamosos para la viviparidad. EI primero fue el desarrollo de la teoria de la historia de vida,
bajo las cuales la viviparidad fue vista como una estrategia reproductora que pudo evolucionar
s6lo cuando los beneficios excedieron los costos. El segundo se basa en la aplicacion de analisis

filogenéticos para cuestiones evolutivas (Blackburn, 2006).
Membranas Extraembrionarias

A pesar de que la informacion sobre las membranas extraembrionarias en mamiferos es vasta,
nuestro conocimiento de estas estructuras en reptiles es escaso. Solo recientemente, a través del
uso de diversas técnicas, se han podido reconstruir los patrones de estructura, funcion y
evolucidn de éstas membranas en reptiles (Stewart, 1997; Blackburn y Fleming, 2009). El uso de
herramientas anatomicas, incluyendo la microscopia de luz y electronica, la aplicacion de
aproximaciones cuantitativas y experimentales a las cuestiones funcionales y la adopcion de una
aproximacion cladista/filogenética, han contribuido significativamente para dirigir

investigaciones e interpretar datos acumulados (Blackburn y Flemming, 2009).

La historia evolutiva de los vertebrados ha sido de gran interés en una variedad de campos de
investigacion. Las membranas extraembrionarias han jugado un papel muy importante en la
historia de los vertebrados. EI amnios, el corion y el alantoides hicieron posible el desarrollo del

huevo terrestre, lo que permite la reproduccion en tierra de los amniotas. Estas membranas han



Placentacion en la serpiente Mexicana Conopsis lineata

contribuido a la sorprendente diversidad de amniotas desde el Paleozoico temprano, ayudandoles

a ser el grupo maés exitoso de tetrdpodos (Mess et al., 2003; Blackburn y Flemming, 2009).

El término “membranas extraembrionarias” se utiliza como sinénimo de “membranas fetales”,
otros términos que se han utilizado para referirse a estas estructuras son: “esctructuras
auxiliares”, “apéndices fetales” y “anexos del desarrollo” (Mess et al., 2003); los cuales se
refieren a los tejidos que se desarrollan fuera del embrion y llevan a cabo funciones como
proteccion del embrion, intercambio fisioldgico y placentacion. Estas membranas son: amnios,

corion, saco vitelino y alantoides (Fig. 1A) (Blackburn, 1999)

La formacion de las membranas extraembrionarias es uno de los eventos mas importantes
que ocurren durante el desarrollo embrionario de los amniotas (Luckett, 1977; Stewart, 1997;
Villagran-Santa Cruz y Méndez de la Cruz, 2009). Filogenéticamente la primera membrana en
aparecer fue el saco vitelino, el cual se encarga de la alimentacion del embrién durante todo su
desarrollo intrauterino, ademas de aportar algunos iones y minerales. ElI amnios, del cual deriva
el nombre del huevo amniota, da proteccion al embrién contra las adhesiones y choques
mecanicos, mantiene a flote al embridn cuando carece de esqueleto y proporciona un ambiente
hamedo. EI corion protege al huevo contra el ambiente externo. El alantoides surge como una
evaginacién de la parte posterior del intestino embrionario, cuya funcion es de Organo
respiratorio para el embrion; en adicion, su cavidad central retiene los desechos nitrogenados
producidos por el metabolismo celular embrionario (Villagran-Santa Cruz y Méndez de la Cruz,

2009).

Conforme avanza el desarrollo, el alantoides se extiende por el celoma extraembrionario,
mientras esto sucede entra en contacto con el corion antes formado, el cual cubre al embrion con
su amnios y el alantoides, para formar la membrana corioalantoica la cual se encarga del

intercambio gaseoso (Villagran-Santa Cruz y Méndez de la Cruz, 2009).

-10
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El desarrollo y acomodo de todas y cada una de las membranas extraembrionarias dan lugar a
la formacion de los diferentes tipos placentarios, mediante la aposicion con el epitelio uterino,

permitiéndole al embrion llevar a cabo intercambio fisiolégico (Mossman, 1937; Yaron, 1985).

Placentacion

El patron nutricional del embrion incluye formas lecitotroficas, donde la totalidad de la nutricion
depende de la provision vitelina del huevo; y formas matrotréficas, en las cuales dependen en
gran medida del aporte materno extra-vitelino. Este aporte en amniotas es posible sélo por la via
placentaria, por tanto matrotrofia en escamosos es equivalente a placentotrofia (Ramirez-Pinilla,
2010). Sin embargo, especies relativamente lecitotroficas pueden tener placentotrofia incipiente,
aportando sodio, calcio, potasio y fosforo. No obstante, la provision placentaria de nutrientes
inorganicos tienen componente obligado y facultativo en varias especies (Stewart, 1989; Stewart

et al., 1990; Thompson et al., 1999; Swain y Jones, 2000).

Los reptiles escamosos son el Unico grupo de amniotas existentes apropiado para un analisis
comparativo de la evolucion de la placentotrofia, porque son el Gnico taxén con numerosas
transformaciones evolutivas y transiciones estructurales-funcionales paralelas (Stewart y
Thompson, 2000). Ademés, la evidencia sugiere que la placentotrofia evoluciono
simultaneamente con la viviparidad en escamosos (Blackburn, 2005). Un punto central a
destacar es que el saco vitelino y las placentas de los escamosos son Unicos, siendo que no se
encuentran en ningun otro vertebrado (Stewart, 1997). Los estudios en lagartijas y serpientes han
ofrecido las bases conceptuales para la morfologia y evolucion placentaria, que pueden revelar
las bases estructurales para el intercambio materno-fetal y encabezar la formacion de hipdtesis
funcionales razonables, asi como ayudar a reconstruir la evolucion de la placenta (Blackburn,

2000).
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Stewart y Thompson (1994, 2000) reconocen y plantean tres categorias generales de
placentacion entre los reptiles escamosos, designadas por la contribucion embrionaria: 1)
Corioplacentacion; 2) Placentacion del saco vitelino, que comprende la Placenta Coriovitelina, la
Onfaloplacenta y la Onfaloalantoplacenta; y 3) Alantoplacentacion o Corioalantoplacentacion
(Tabla 2) (Fig. 1 A-D). Las funciones que se le atribuyen al tejido placentario son diversas,
destacando: a) intercambio gaseoso, b) transporte de agua, c) transporte de nutrientes (ya sea
provenientes del vitelo o de la madre), d) sintesis de hormonas (fundamentalmente esteroides)

(Guarino et al., 1998) y e) sintesis de factores inmunorreguladores (Paulesu et al., 1995).

La corioplacenta es un 6rgano temprano Yy transitorio, es una cercana asociacion del corion y
del epitelio uterino que aparece transitoriamente durante las primeras etapas en la embriogénesis
(Fig. 1) (Thompson y Speake, 2006). Es altamente especializada, formando estructuras de

absorcion en ambos polos (Jerez y Ramirez-Pinilla, 2003).

Dentro de las placentas del saco vitelino, inicialmente una capa de endodermo y otra de
ectodermo extraembrionarios se extienden alrededor de toda la masa de vitelo, esta asociacion
recibe el nombre de onfalopleura bildminar (Fig. 1A), que junto con el epitelio uterino forma la
onfaloplacenta; ambas son estructuras transitorias ya que posteriormente el mesodermo
extraembrionario avanza entre el ectodermo y endodermo convirtiéndose asi en una onfalopleura
trilaminar (Fig. 1A). La membrana coriovitelina es formada cuando los vasos se extienden dentro
del mesodermo de la onfalopleura trilaminar determinando la formacion de la placenta
coriovitelina (Fig. 1B). A pesar de que la membrana coriovitelina es restringida a un corto
periodo en el desarrollo, provee el Unico soporte circulatorio para el embrion en la periferia del
huevo anterior al establecimiento de la membrana corioalantoica. Por ello, probablemente la
membrana coriovitelina sea el sitio de intercambio materno-fetal durante las primeras etapas

embrionarias (Stewart, 1993).
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A medida que se va extendiendo el mesodermo, éste penetra al vitelo separando asi una masa
aislada de vitelo del resto de la masa vitelina. En el polo abembrional se conserva la
onfaloplacenta que junto con el alantoides expandido ocupa todo el exoceloma convirtiéndose en
la onfaloalantoplacenta (Fig. 1C y D) (Ramirez-Pinilla, 2010). Estas placentas presentan un

perfil estructural de apariencia histotrofica (Stewart, 1993).

Tabla 2. Terminologia placentaria de los escamosos (Stewart, 1993; Stewart y Thompson,

1994, 2000)
Nomeclatura Componentes embrionarios Referencia
Corioplacenta Somatopleura (ectodermo-mesodermo) Mossman, 1937
Placenta Coriovitelina Onfalopleura  trilaminar ~ vascularizada  (ectodermo- | Mossman, 1937
mesodermo-endodermo)

Onfaloplacenta Ectodermo, endodermo de la masa aislada de vitelo, | Stewart, 1985
mesodermo intravitelino, esplacnopleura  (mesodermo-
endodermo)

Placenta Onfaloalantoica u | Ectodermo, endodermo de la masa aislada de vitelo, | Blackburn, 1988
Onfaloalantoplacenta mesodermo intravitelino, membrana externa del alantoides
(mesodermo, endodermo)

Corioalantoplacenta 0 | Somatopleura (ectodermo, mesodermo), membrana externa | Harrisony
Alantoplacenta del alantoides (mesodermo, endodermo) Weekes, 1925

El término alantoplacenta o corioalantoplacenta es usado para las estructuras placentarias en
las cuales la contribucién fetal consiste de corion, alantoides y algunas veces amnios, pero no
incluye ninguna parte del endodermo del saco vitelino (Fig. 1C y D) (Yaron, 1985). En reptiles
la alantoplacenta fue categorizada en tres tipos por Weekes (1935); posteriormente, Blackburn
(1993a) agregd una cuarta categoria (Tabla 3). Esta placenta es ampliamente considerada para
Ilevar a cabo la funcién de intercambio gaseoso, su apariencia histoldgica ofrece un fuerte apoyo

para su inferencia funcional (Yaron, 1985; Blackburn, 1993b).
Utero materno y Membrana de la cascara

El oviducto actia como un conducto para los huevos entre la ovulacion y la oviposicion o el

parto, actua como un sitio de fertilizacion y en algunas especies retiene esperma. Asi mismo,
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puede proveer a un ovocito con albumen y una multicapa de céscara. Alternativamente, el
oviducto puede funcionar con las membranas extraembrionarias para formar interacciones
proporcionando un intercambio de agua y gases y en algunos casos transferencia de nutrientes,

entre la madre y los embriones (Girling, 2002).

El oviducto en reptiles puede ser dividido en varias regiones que difieren en su estructura y
funcién. Las regiones incluyen el infundibulo, el tubo uterino (también conocido como la tuba,
region glandular, porcion de secrecion de albumen, magnum), el istmo (segmento aglandular,
region intermedia), el Gtero (regién formadora del la cascara), y la vagina (cervix). Las diferentes
regiones no son reconocidas en todos las especies de reptiles, y regiones adicionales también
pueden ser incluidas. En descripciones de varias especies de escamosos, el infundibulo y tubo
uterino no estan diferenciados, y el Utero es dividido en dos regiones anterior y posterior

(Guillette y Jones, 1985; Gillette et al., 1989).

Una de las funciones méas importantes del Gtero es la formacion de la membrana de la cascara
(cubierta externa del huevo), que contiene componentes tanto organicos como inorganicos. A
pesar de que los huevos de especies viviparas carecen de una membrana de la cascara completa,

ésta ha sido observada en varias especies (Girling, 2002).

La estructura de la membrana de la cascara varia ampliamente entre especies, esta diferencia
puede estar relacionada con la organizacién estructural de las glandulas de la cascara uterinas
(Girling, 2002). Generalmente, consiste de una membrana interna de fibras de la cascara y una
capa externa calcarea, o solo la membrana de fibras de la cascara (Stewart, 1993). Ademas, es
una de las diferencias méas consistentes entre escamosos oviparos y viviparos, la membrana de la
cascara de especies viviparas carece de capa externa de carbonato de calcio y tipicamente

consiste de una capa organica considerablemente delgada comparada con la de especies oviparas.
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SP

Fig. 1. Membranas extraembrionarias y placentacion en serpientes (Stewart y Thompson, 2003)

A. Desarrollo de la onfalopleura. B. Crecimiento del mesodermo intravitelino. C. Corioalantoplacenta y Onfaloplacenta.
D. Etapa final de placentacion en Virginia striatula. (CV) membrana coriovitelina, (TO) onfaloplaura trilaminar, (BO)
onfalopleura bilaminar, (YOLK) vitelo, (CA) corioalantoides, (SP) esplacnopleura, (IM) mesodermo intravitelino, (IY)

masa aislada de vitelo, (YC) hendidura vitelina, (EC) celoma extraembrionario, (AM) amnios, (AC) cavidad alantoidea,
(UT) utero, (PCA) corioalantoplacenta, (SC) hendidura vitelina y (SM) membrana de la cascara.
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La pérdida de la membrana de la cascara calcarea gruesa y un incremento gradual en el
tiempo de retencion del huevo en el Utero son caracteristicos de la evolucion de la viviparidad y
es requisito para la evolucion de la placentacion. En ausencia de la membrana de la cascara
calcarea los embriones de especies viviparas obtienen el calcio mediante la transferencia

placentaria (Heulin et al., 2005; Hebert et al., 2006; Stewart et al., 2010).

Tabla 3. Alantoplacentacion (ver Ramirez-Pinilla, 2010)

Tipo Caracteristicas Referencia

I Células coriodnicas y uterinas escamosas, la superficie de ambas fases es lisa aunque | Weekes, 1929,
puede haber algo de interdigitacién, y los capilares alantoicos y uterinos estdn muy 1930, 1935;
cerca. Stewart y

Thompson,
1994; Hoffman,
1970;
Blackburn,
1993a.

I Se distingue por pliegues pequefios del epitelio escamoso uterino con un capilar | Weekes, 1929,
materno muy cercano a la superficie, en aposicion a un corioalantoides cuyo epitelio 1930, 1935;
varia entre columnar bajo a cuboidal con capilares y grandes vasos alantoicos Stewart y
subyacentes. Thompson,

1994,

Il | Formacion de un éarea eliptica mesometrial de interdigitacion uterina y coridnica Blackburn,
(placentoma) que varia en complejidad y una zona extraeliptica (paraplacentoma) 19933, b;
ubicada entre el placentoma y la omphaloplacenta donde no hay plegamiento de los Stewart y
tejidos, ni especializaciones celulares uterinas o coridnicas, con una morfologia Thompson,
similar a la de la alantoplacenta I. Los pliegues uterinos en el placentoma son bien | 1996; Weekes,
vascularizados y el epitelio es cuboidal con microvellosidades en la superficie apical, 1930, 1935;
mientras que el epitelio del coricalantoides se compone de células columnares | Ghiaraet al.,
ciliadas. 1987,

Blackburny
Callard, 1997.

IV | Una extension completa del alantoides dentro del exoceloma embrionario de manera Vitty
que se asimila al patron conocido para reptiles no escamosos, un placentoma bien Blackburn,
desarrollado con una fuerte interdigitacion de los tejidos maternos y fetales, 1983, 1991;
especialmente en el Ultimo estado de la gestacién en donde se destaca un arreglo | Blackburn et
sincitial del epitelio uterino frente a un epitelio biestratificado formado por células al., 1984;
gigantes binucleadas, y células intersticiales delgadas, una zona adicional de Blackburny
transferencia de nutrientes en el area mesometrial y periférico al placentoma, Vitt, 1992,
denominado paraplacentoma delimitado por un pliegue coriénico, areolas coriénicas 2002;
que se observan en el estado pre-parto y que reciben materiales nutritivos del epitelio Blackburn,
uterino y especialmente de las glandulas endometriales, la existencia en el polo | 1993a; Jerezy
abembrionico de una alantoplacenta mixta funcionalmente especializada en el Ramirez-
intercambio gaseoso (segmentos de aposicion de epitelios escamosos uterino y | Pinilla, 2001.
corionico, similares a la alantoplacenta tipo 1) y en la transferencia de nutrientes (areas
redondeadas y pequefias formadas por células coriénicas hipertrofiadas en aposicion a
células epiteliales columnares secretoras, denominadas placas de absorcion.
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Especie de estudio

Esta investigacion se llevo a cabo con serpientes del género Conopsis, el cual se describié en
1858 por Glnter, desde entonces el género ha tenido problemas nomeclaturales porque ha sido
sinonimia con Toluca y se ha confundido con otros géneros (Goyenechea, 2009). Sin embargo,
las evidencias encontradas no aportaron gran soporte para la diferenciacion entre ambos géneros,
por ello se le dio prioridad al género Conopsis sobre Toluca; es decir, todas las especies y
subespecies de Toluca quedaron dentro del género Conopsis (Goyenechea y Flores-Villela,

2002).

De manera particular, Conopsis lineata es una serpiente vivipara, de color café oliva obscuro,
generalmente con cinco lineas longitudinales obscuras; la mas visible es la linea lateral. Muchos
ejemplares tienen puntos claros pequefios en el vientre y algunos de ellos son rosas o rojos. El
tamafio de la cola varia con la edad y con el sexo. La longitud hocico-cloaca de los machos es de
18 a 19.8 cm y la de las hembras es de 15 a 20.5 cm. Es una especie endémica de elevaciones
altas en México en los estados de Puebla, Hidalgo, Michoacan, Querétaro, Distrito Federal y

Estado de México (Taylor y Smith, 1942).

Clasificacion taxonomica: Conopsis lineata (Kennicott, 1858) (tomada de Catalogue of life,

2011).
Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Clase: Reptilia
Orden: Squamata
Familia: Colubridae

Genero: Conopsis
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Especie: Conopsis lineata

En cuanto a sus ciclos reproductores, se ha registrado que, en las hembras la previtelogénesis
se lleva a cabo a fines de la primavera, el verano y principios del otofio. La vitelogénesis ocurre
durante el otofio y principios del invierno, y la gestacion a lo largo del invierno tardio y la
primavera (Uribe et al., 1998). En los machos el testiculo presenta una elevada actividad
espermatogénica y espermiogénica durante la primavera y principios del verano, en donde se
observan abundantes espermaétidas y espermatozoides en la luz de los tubos seminiferos. Esta
condicion decrece paulatinamente hasta observar un periodo de regresion testicular en otofio. La
recrudescencia testicular se presenta durante el invierno y principios de la primavera (Bernal,

1994).
Panorama general en México

En México son pocos los estudios acerca del desarrollo de las membranas extraembrionarias, la
viviparidad y la placentacién en reptiles, a pesar de contar con gran riqueza de especies de este
grupo. En nuestro pais existen 804 especies de reptiles descritas y se considera el segundo pais
con mayor diversidad de este grupo. De las 381 especies de serpientes registradas en México, la
gran mayoria son culebras (Colubridae) (Llorente-Bousquets y Ocegueda, 2008). La diversidad
biol6gica Mexicana esta relacionada con la gran heterogeneidad del medio fisico, que a su vez es

producto de una historia geoldgica y climatica muy compleja (Espinosa y Ocegueda, 2008).

La mayoria, sino es que la totalidad, de estos estudios los han realizado con lagartijas, siendo
desconocido alguno en esta materia con serpientes. La importancia de estas investigaciones no
solo lo amerita la gran riqueza de especies, sino también la gran historia geologica con la que
cuenta México y que ademas retomando la idea de que las distribuciones actuales de las especies

viviparas no necesariamente indican el lugar donde el patron reproductor evoluciono, podemos
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considerar a México un sitio clave para el estudio de sus especies, pudiendo representar un punto

de divergencia o convergencia de la viviparidad y la placentacion.

HIPOTESIS

A pesar de que Conopsis lineata forma parte de los escamosos, los cuales presentan una
nutricion embrionaria lecitotréfica, las membranas extraembrionarias —amnios, corion,
alantoides y saco vitelino- estableceran un estrecho contacto con el tejido materno para formar
diferentes tipos placentarios, del tal forma que cubran las necesidades del embrion a lo largo de

la gestacion; similares a las descritas en otras serpientes viviparas.

OBJETIVOS

General

= Contribuir al conocimiento de la biologia de la reproduccién en reptiles, especialmente en

serpientes viviparas, desde el punto de vista de la relacion materno-fetal.

Particulares

= Analizar el desarrollo de las membranas extraembrionarias en Conopsis lineata a lo largo

de la gestacion.

= Determinar la relacion materno-fetal (placentacion) que se establece a lo largo de la

gestacion.
JUSTIFICACION

Los reptiles representan un excelente modelo para el estudio de la evolucion de la viviparidad
y la placentacion. México, aunque importante en riqueza de estas especies, no ha tenido muchos
estudios sobre el origen de la viviparidad y la placentacion, pues solamente cuenta con estudios

realizados en lacertilios. Este es el primer estudio en una serpiente realizado en México,
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destacando la relevancia de esta investigacion para el avance en el conocimiento sobre
membranas extraembrionarias, placentacion y viviparidad de escamosos, especificamente

serpientes.

METODO

Obtencion de ejemplares

Actualmente la biodiversidad de todo el mundo estd sufriendo fuertes amenazas perdiéndose
gran cantidad de especies a grandes velocidades. Por esta razén, para llevar a cabo esta
investigacion utilizamos ejemplares de coleccion, dandoles una utilidad mayor a la que ya tienen,

y de esta forma contribuir a su conservacion.

La mayoria de los ejemplares de Conopsis lineata de esta investigacion se obtuvieron de la
coleccidn herpetolégica del Museo de Zoologia Alfonso L. Herrera (MZALH) de la Facultad de
Ciencias y de la Coleccion Nacional de Anfibios y Reptiles (CNAR) del Instituto de Biologia,
ambas de la Universidad Nacional Autonoma de México. Se seleccionaron ejemplares hembras

adultas posiblemente prefiadas con fecha de captura entre los meses de noviembre y mayo.

Algunos ejemplares fueron capturados vivos directamente en campo, en la localidad de San

Juan del Valle, Chilchotla, Puebla y posteriormente sacrificados.

A cada uno de los ejemplares se les tomo la longitud hocico-cloaca (LHC) y longitud total
(LT) con cinta métrica convencional. La diseccion se llevo a cabo haciendo un corte medio-
ventral para corroborar que estuvieran prefiadas. Cuando este fue el caso, se extrajeron las
camaras embrionarias. Cada una de las camaras fue medida a lo largo y ancho con vernier y se

obtuvo el volumen con la siguiente formula: #=4/3za’h, donde: #’= volumen, = = 3.141592; a =

radio longitudinal, y b = radio transversal.
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Procesamiento histoldgico

Se determind el estadio de desarrollo embrionario (EDE) en el que se encontraba cada embrion,
con base en las caracteristicas fenotipicas, de acuerdo con la tabla de desarrollo para la serpiente

colubridae Thamnophis sirtalis propuesta por Zerh (1962) (Anexo I).

Posteriormente, cada una de las camaras embrionarias se proceso con la técnica histoldgica
convencional (deshidratacion en alcoholes graduales, aclarado en xilol e inclusion en parafina).
Se realizaron cortes seriados de 5 um de grosor y se montaron para su analisis con microscopia
Optica. Los cortes se tifieron alternadamente con Hematoxilina-Eosina (HE), Azul Rojo Nucleo
Resistente (ARNR), Azul Alciano Rojo Clorantino 5B (AARRC5B) y Tricromica de Mallory

(TM) (ver técnicas detalladas en Anexo I).

Una vez obtenidas las preparaciones histologicas, las observaciones y anélisis de las
estructuras se realizaron en el microscopio (modelo Olympus CX31) y se obtuvieron
fotomicrografias con camara digital (Olympus C-5050). Las diferentes estructuras y tipos
placentarios se determinaron de acuerdo con la clasificacion propuesta por Stewart y Thompson

(1994, 2000).

Los ejemplares utilizados fueron devueltos y reintegrados a su respectiva coleccion. En el
caso de los ejemplares de la CNAR también fueron devueltos algunos cortes histoldgicos y
embriones no procesados para integrarse a las colecciones accesorias de cortes histologicos y
Organos, respectivamente. Los ejemplares capturados en campo fueron integrados a la Coleccion
Herpetoldgica de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, también perteneciente a la

Universidad Nacional Autbnoma de México.
Evolucién

Para ubicar los resultados obtenidos dentro de un contexto evolutivo-filogenético, se construyd

una matriz de datos, tomando como base los datos para serpientes de la matriz que Stewart y
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Thompson (2000) proponen para especies de las cuales hay estudios sobre membranas
extraembrionarias y placentacion. La matriz se ampli6 con la informacion obtenida de Conopsis
lineata y estudios recientes que no fueron tomados, tanto de especies viviparas como oviparas
[Pituophis guttatus (Blackburn et al., 2003; Knight y Blackburn, 2008), Thamnophis sirtalis
(Hoffman, 1970; Blackburn et al., 2002; Blackburn y Lorenz, 2003a, b), T. radix (Blackburn y
Lorenz, 2003a, b), T. ordinoides (Blackburn et al., 2002), Virginia striatula (Stewart, 1990;

Stewart y Brasch, 2003) y Storeria dekayi (Blackburn et al., 2009)].

RESULTADOS

Datos generales de las hembras

Se obtuvieron dos hembras gestantes del MZALH.

- El ejemplar con nimero de catalogo 06881, fue capturada el 29 de enero de 1995 en Pinal
de Amoles, Rancho Nuevo, Querétaro. Su LHC fue de 176 mm, presentd tres huevos
fecundados, uno en el oviducto derecho localizado mas anteriormente a los otros dos en el

oviducto izquierdo. El estadio de desarrollo de los embriones fue el 18.

- El ejemplar con numero de catdlogo 13797, fue capturada el 23 de Abril del 2000 en La
Presa Atlangatepec, Lomas de San José, Apizaco, Tlaxcala. Su LHC fue de 190 mm, presentd
tres embriones a término, en estadio de desarrollo 37, acomodados en forma similar a la anterior

(Fig. 2 E).
Se obtuvieron ocho hembras gestantes de la CNAR:

- El ejemplar con numero de catalogo 13160 fue capturada el 24 de noviembre de 1997 en El
Cerrillo Piedras Blancas, Toluca, Estado de México. Su LHC fue de 180 mm, presento tres
embriones en fase de segmentacion (entre los estadios 1y 2), dos en oviducto izquierdo y uno en

oviducto derecho (Fig. 2 A).
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- El ejemplar con nimero de catélogo 4420 fue capturada el 27 de abril de 1983 en la Regidn
Norte de Citlaltepec, al Sureste de Francisco |. Madero, Puebla. Su LHC fue de 213 mm,
presentd cuatro embriones en estadio de desarrollo 35, tres en el oviducto derecho y uno

posterior en el oviducto izquierdo.

- El ejemplar con numero de catdlogo 4454 fue capturada el 9 de mayo de 1983 en la Region
Sureste de la Presa Omiltepec, Hidalgo. Su LHC fue de 229 mm, presentd tres huevos, dos con
embrion en estadio de desarrollo 35 en el oviducto derecho y uno en reabsorcién en el oviducto

izquierdo (Fig. 2 C).

- El ejemplar con nimero de catdlogo 5025 fue capturada el 19 de mayo de 1984, a 50 km
Este-Noreste de San Luis de la Paz, en Victoria, Guanajuato. Su LHC fue de 137 mm, presento
cinco embriones en estadio de desarrollo 36, tres anteriores en el oviducto derecho y dos

posteriores en el oviducto izquierdo (Fig. 2 D).

- El ejemplar con numero de catalogo 4421 fue capturada el 28 de abril de 1981 en Santa Cruz
Xochitepec, Xochimilco, Distrito Federal. Su LHC fue de 232 mm, presentd un embrion en

estadio de desarrollo 37.

- Los ejemplares 03823-12 y 03823-13 fueron capturadas el 14 de mayo de 1982 a 9 km al
Oeste de Chiapa de Mota, en Presa La Concepcion, Estado de México. La primera midi6 181
mm de LHC, presento tres embriones en estadio de desarrollo 37, dos anteriores en el oviducto
derecho y uno posterior en el oviducto izquierdo. La segunda midié 187 mm de LHC, presentd

tres embriones en estadio de desarrollo 37 acomodados en forma similar.

- El ejemplar con nimero de catalogo 5024 fue capturada el 19 de mayo de 1984 a 50 km al
Este-Noreste de San Luis de la Paz, Victoria, Guanajuato. Su LHC fue de 214 mm, presentd

cinco embriones en estadio de desarrollo 37.
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Fig. 2. Hembras gestantes de Conopsis lineata.
A. Embriones en fase de segmentacion. B. Embriones en estadio 16. C. Embriones en estadio 35.
D. Embriones en estadio 36. E. Embriones en estadio 37.
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Ejemplar de campo:

- El ejemplar 01camp fue capturado el 5 de diciembre de 2010 en la localidad de San Juan del
Valle, Chilchotla, Puebla, mantenida en cautiverio junto con un macho y sacrificada el 14 de
enero de 2011. Su LHC fue de 190 mm, presenté dos embriones en el oviducto izquierdo, en

estadio de desarrollo 16 (Fig. 2 B).

En la Tabla 4 se resumen las medidas de las hembras, el nimero total de huevos (fecundados
como no fecundados), ordenados por estadio de desarrollo embrionario (EDE), y sus fechas de
colecta. La Tabla 5 resume las medidas de las cAmaras embrionarias, sus medidas individuales

asi como por estadio de desarrollo embrionario.

En la Tabla 4 podemos observar que la hembra 5025 fue la méas pequefia (137 mm) y una de las
hembras que con mayor nimero de crias (5). En contraste, la hembra 4421 fue la méas grande

(232 mm) y la Unica que gestaba una sola cria.

Datos numéricos

Tabla 4. Relacion del tamario de las madres con el nUmero de huevos

# de ejemplar LHC (mm) huevo’s\l/ghdtfriones EDE Fecha de colecta
Entrely?2 .
13160 180 3 (segmentacién) 24 Noviembre 1997
Capturada
5-Diciembre-2010
0lcamp 190 2 16 -
sacrificada
14-Enero-2011
06881 176 3 18 28-Enero-1995
4420 213 4 35 27-Abril-1983
4454 192 3 35 9- Mayo-1983
5025 137 5 36 19-Mayo0-1984
13797 190 3 37 23-Abril-2000
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4421 232 1 37 28-Abril-1981
03823-12 181 3 37 14-Mayo-1982
03823-13 187 3 37 14-Mayo-1982

5024 214 5 37 19-Mayo-1984

Tabla 5. Medidas de las camaras embrionarias
Medida de cada cdmara embrionaria
#de EDE Volumen promedio (mm?) por
ejemplar Largo Ancho Volumen estadio
(mm) (mm) (mm?®)
Entre 1v 2 22.2 55 1419.27 w - i
13160 y- ’ 1202.44;
(segmentacion) 185 5.5 985.60 SD=306.64
16.3 8.1 1126.83 -
= :
0lcamp 16 1221.74;
17.2 8.5 1316.66 SD=134.23
155 7.0 880.56 —
X =1120.12;
06881 18 18.8 6.7 1239.90
18.8 6.7 1239.90 SD=207.47
221 8.0 2045.84
20.5 7.8 1716.33
4420 35 —
18.5 8.7 1559.05 £ =2148.11;
225 7.0 1855.50
SD=581.88
26.9 8.0 3031.05
4454 35
24.4 8.6 2680.87
17.6 9.6 1557.02
20.9 8.9 2035.54 % =1546.28 ;
5025 36
15.7 9.0 1161.55
SD=365.51
18.6 7.9 1431.03
27 7.3 2786.43 -
X = .
13797 37 267167 ;
23.4 8.2 2350.95
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27.8 8.3 3358.66 SD=742.61
4421 37 33.2 75 4328.48
27.3 5.0 1951.16
03823-12 37
245 6.7 2105.74
25.9 6.7 2353.27
03823-13 37 30.9 5.9 2949.63
27.2 7.3 2827.86
20.6 8.2 1821.99
19.9 9.5 1969.82
5024 37 20.8 9.9 2242.64
23.1 9.0 2514.57
33.6 6.5 3842.29

Caracteristicas generales de las camaras embrionarias

Los embriones en todos los estadios de desarrollo, excepto segmentacién, se encontraron
cubiertos por su amnios, el huevo entero rodeado por el corion y externamente por una delgada
membrana de la cascara. Un gran vaso sanguineo y ramificaciones se observaron a lo largo de la
camara pasando por encima de la porcion anterior del embridn dentro del Gtero materno. Todas
estas son membranas delgadas y transparentes que permiten ver al embrion a través de ellas

macroscopicamente.

La posicion del embrion sobre el vitelo definié dos regiones morfologicamente distintas: polo
embrionario (donde se ubica el embrion, por lo cual deriva su nombre) y polo abembrional
(region opuesta al embridn). En cada uno de estos polos, los diferentes tipos placentarios son el
resultado de la presencia y arreglo de todas y cada una de las membranas extraembrionarias en
aposicion con la pared interna del Gtero en los diferentes estadios de desarrollo, al mismo tiempo

separadas por una delgada membrana de la cascara.
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Se encontraron diferentes etapas de desarrollo embrionario: temprana (segmentacion), media

(estadios 16 y 18) y tardia (estadios 35, 36 y 37).

Gestacion temprana

Segmentacion

Los embriones dentro de los oviductos del ejemplar 13160, se encontraban en etapa de
segmentacion, entre los estadios 1 y 2 (entre 1 y 2 células) (Fig. 3 A-B). Histoldgicamente se
distinguen dos regiones estructuralmente distintas, el polo embrionario que a diferencia de las
otras etapas se caracteriza por el disco embrionario y el polo abembrional donde sélo se observa

el vitelo (Fig. 3C-D).

En esta etapa de division celular ain no ha iniciado el desarrollo de ningin anexo
extraembrionario y por lo tanto de ningun tipo placentario. En el polo embrionario se observan
minasculas gotas de vitelo aglomeradas en el sitio de formacion del embrion, en las
inmediaciones del disco embrionario (Fig. 3C, 4A). La masa vitelina estd formada por gotas
esféricas de vitelo de diferentes tamafos, dispersas por todo el huevo y limitado por la
membrana vitelina (Fig. 4C), cubiertas externamente por la membrana de la céscara y la pared

del utero (Fig. 4B, D).

El huevo se encuentra rodeado por una delgada membrana de la cascara estructurada por el
limite interno, el cual es una capa acelular homogénea, sobre la cual se observan fibras de
diferente grosor, algunas afines al colorante rojo nucleo resistente dando un color rojo. La pared
interna del Utero y la membrana de la cascara se encuentran estrechamente cercanas. Las células
epiteliales uterinas son cubicas altas. En algunas zonas el grosor del epitelio aumenta a

cilindrico, donde existen células ciliadas y no ciliadas.
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Fig. 3. Camara embrionaria en la etapa de segmentacion

A. Cémara embrionaria dentro de la madre. B. Estructura de la cdmara embrionaria. C. Microfotografia
de la region del disco embrionario (Técnica TM, 100x). D Microfotografia de la cAmara embrionaria
(Técnica TM, 15x). (CAM) camara embrionaria, (Ov) oviducto, (ZIE) zona inter-embrionaria, (DE)
disco embrionario, (Vi) vitelo, (Ut) utero, (PE) polo embrionario y (PA) polo abembrional.
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Fig. 4. Membranas de la cAimara embrionaria en etapa de segmentacion
A. Region del disco embrionario (Técnica TM, 100x). B. Contacto entre las membranas de la camara em-
brionaria (Técnica TM, 400x). C. Aposicion entre la membrana vitelina y la membrana de la céscara (Téc-
nica AARRCS5B, 400x). D. Secrecion de las glandulas del utero (Técnica TM, 400x). (Ut) utero, (MC) mem-
brana de la cascara, (DE) disco embrionario, (Vi) vitelo, (MV) membrana vitelina y (GU) glandulas del utero.
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Fig. 5. Estructura del ttero en la etapa de segmentaciéon
A. Epitelio uterino alto y glandulas del utero (Técnica HE, 400x). B. Vaso uterino y secrecion

de las glandulas del utero (Técnica TM, 400x). C-D. Glandulas del ttero en la zona inter-
embrionaria. (Técnica HE, 400x). (MV) membrana vitelina, (MC) membrana de la cascara,

(EU) epitelio uterino, (GU) glandulas del utero, (VU) vaso del utero y (SG) secrecion de la glandula.
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En la lamina propia de tejido conjuntivo son evidentes las glandulas, las cuales presentan
globulos de secrecion en las células, asi como en la luz glandular. Cabe sefialar que la secrecién
es afin al mismo colorante que las fibras. Los vasos sanguineos son pocos y de bajo calibre (Fig.
5A-B). En la zona inter-embrionaria la mucosa es plegada, las células del epitelio son mas

grandes y las fibras musculares se encuentran plegadas (Fig. 5C-D).

Gestacion media

Estadio 16

Los embriones en este estadio se caracterizan macroscopicamente por presentar los segmentos
mandibulares y los orificios auditivos visibles, el tronco curveado 180°, el alantoides ha
comenzado a expandirse y en la region anterior los pliegues neurales ain permanecen abiertos

(Fig. 6A-D).

Los cortes realizados en estas camaras embrionarias (embrion + vitelo + membranas
extraembrionarias + Utero) nos permiten tener una vista transversal del embrion y distinguir
facilmente el polo embrionario y el abembrional, se pueden observar las membranas
extraembrionarias (saco vitelino, amnios, corién y alantoides) en desarrollo emergiendo del

propio embrion, cubriéndolo a él y al vitelo (Fig. 7A-B).

En esta etapa, los pliegues amnidticos han cerrado por completo y sus capas
extraembrionarias se han fusionado. Las capas de ectodermo y mesodermo somatico
extraembrionarios (somatopleura) se distinguen facilmente, las células ectodérmicas cercanas al
embrion son cubicas, conforme se alejan tienden a ser escamosas; las células mesodérmicas
aunque de mayor tamafio siguen el mismo patron. La porcion mas externa se encuentra en

estrecho contacto con el corion (Fig. 7A-C).

El alantoides se aprecia como un pequefio saco en la region media-posterior del embrion. La

pared externa estd constituida por células mesodérmicas cubicas y vasos sanguineos muy
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pequefios. A su vez, la pared interna se constituye de la capa endodérmica del intestino posterior
del embrion, de células cubicas. Ambas capas extraembrionarias se encuentran plegadas. La
pequefia porcion ocupada por el alantoides incipiente en contacto con el corion forma la
membrana corioalantoica, en aposicion con el Utero materno representan la Corioalantoplacenta,

que ha iniciado su formacién (Fig. 7B-C).

El corion ha rodeado por completo al huevo, consiste de una membrana de células escamosas
en la region por encima del embrion. Conforme se alejan de esta region, éstas células tienden a
ser clbicas hacia el polo abembrional. El resto de la region dorsal del huevo que no contacta con
el alantoides junto con el utero materno forma la Corioplacenta (Fig. 7A-D), un 6rgano
transitorio de breve presencia debido a la expansion del alantoides. Una delgada membrana de la
cascara se interpone entre corion y Utero impidiendo el contacto directo entre estas membranas, y

solo en la region por encima del embrion y su amnios muestra una ruptura (Fig. 7C-D).

La masa vitelina se encuentra rodeada en una pequefia region del polo embrionario por
esplacnopleura (endodermo y mesodermo esplacnico) proveniente del embrion, las células tanto
del endodermo como del mesodermo extraembrionarios son escamosas. Conforme se alejan,
ambos tipos celulares tienden a ser cubicas. Al igual que el corion, el endodermo
extraembrionario rodea a la masa vitelina por completo conformando la onfalopleura bildaminar.
En la periferia del embrion, el mesodermo extraembrionario comienza a proliferar entre las capas
de la onfalopleura bilaminar desarrollando la onfalopleura trilaminar no vascularizada (Fig. 8A-
B). Esta proliferacion es limitada por un cumulo de células mesodérmicas, esto es, el sinus
terminalis. Posteriormente, una red de vasos sanguineos se forma de las células del mesodermo
extraembrionario, creciendo central y periféricamente para formar el primordio de la circulacion
vitelina. El crecimiento concéntrico de este sitio da lugar a una segunda fase en la formacién de
la onfalopleura trilaminar, esto es, el saco vitelino, membrana coriovitelina u onfalopleura

trilaminar vascularizada. Esta eventualmente se extiende alrededor de la masa vitelina sobre el
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polo embrionario. La membrana coriovitelina y el Gtero materno en conjunto forman la Placenta

Coriovitelina (Fig. 8C-D).

Las células mesodérmicas intravitelinas aparecen a partir del sinus terminalis que proliferan y
se extienden dentro del vitelo hacia la regidn opuesta al embridn, iniciando asi la separacion de
una delgada capa periférica de vitelo del resto de la masa vitelina llamada masa aislada de vitelo,
y con ello la formacion de la hendidura vitelina que posteriormente serd la continuacion del
celoma extraembrionario (Fig. 9A, C y D). Asi mismo, las células endodérmicas y ectodérmicas
(onfalopleura bilaminar) siguen su trayectoria alrededor de la masa vitelina cubriendo el polo
abembrional, que en contacto con el Gtero materno forman la Onfaloplacenta. Las células

ectodérmicas y endodérmicas son cubicas bajas y en algunos sitios escamosas (Fig. 9B).

En el polo abembrional del saco vitelino se observa el ombligo del vitelo (o “yolk navel” en
inglés) cubierto por citoplasma y ectodermo extraembrionario invaginando hacia la gran masa

vitelina, donde es visible una depresion en esta zona (Fig. 9E).

La membrana de la cascara es una capa bildminar continua alrededor de todo el huevo, se

aprecian fibras de diferente grosor, afines al azul y al rojo (Fig. 9C).

La pared interna del Gtero estd formada por el endometrio limitado por epitelio cubico con
células ciliadas y no ciliadas, una capa de tejido conectivo, donde pequefios vasos sanguineos
son evidentes ademas de pocas glandulas colapsadas. Externamente, el Utero esta compuesto por
dos capas musculares, una interna de fibras longitudinales y otra externa de fibras circulares. En

esta etapa el grosor del Utero ha disminuido en comparacion con la etapa inicial (Fig. 8C-D, 9C).
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Fig. 6. Camara embrionaria en el estadio de desarrollo 16
A. Sistema vascular de la cAmara embrionaria. B. Vista lateral del embrion. C. Camara embrionaria
fijada en bouin. D. Vista dorsal del embrion. (VU) vasos del utero, (Em) embrién, (Al) alantoides,

(Vi) vitelo y (Ut) utero.
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Fig. 7. Camara embrionaria y polo embrionario en el estadio 16.

A. Ubicacion de las placentas (Técnica ARNR, 15x). B. Polo embrionario (Técnica HE, 25x).

C. Corioplacenta y formacion de la corioalantoplacenta (Técnica ARNR, 400x). D. Corioplacenta
(Técnica HE, 400x). (CP) corioplacenta, (PCV) placenta coriovitelina, (ZIE) zona inte-embrionaria,
(OP) onfaloplacenta, (Ut) utero, (YN) ombligo del vitelo, (CAP) corioalantoplacenta, (Em) embrion,
(Am) amnios, (Eco) ectodermo coridnico, (Al) alantoides y (MC) membrana de la céscara.
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Fig. 8. Formacién de la placenta coriovitelina en el estadio 16.

A. Acercamiento del ectodermo coridnico a la esplacnopleura (Técnica HE, 400x). B. Formacion de

la onfaloplaura trilaminar (Técnica HE, 400x). C. Placenta coriovitelia (Técnica HE, 400x).

D. Membrana de la cascara entre la placenta coriovitelina (Técnica ARNR, 400x). (SP) esplacnopleura,
(Eco) ectodermo coriénico, (En) endodermo, (Me) mesodermo, (MCV) membrana coriovitelina, (VU)
vasos del utero, (Ut) utero y (MC) membrana de la cascara.
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Fig. 9. Onfaloplacenta en el estadio 16.
A. Separacion de la masa aislada de vitelo (Técnica HE, 400x). B. Onfaloplaura bilaminar (Técnica
HE, 400x). C. Membrana de la céscara entre la onfaloplacenta (Técnica TM, 400x). D. Masa aisla-
da de vitelo separada (Técnica ARNR, 100x). E. Ombligo del vitelo (Técnica HE, 45x). (OB) onfalo-
pleura bilaminar, (MAV) masa aislada de vitelo, (HV) hendidura vitelina, (MIV) mesodermo intra-
vitelino, (Vi) vitelo, (Eco) ectodermo coridnico, (En) endodermo, (MC) membrana de la cascara,
(Ut) ttero y (YN) ombligo del vitelo.
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Estadio 18

Los embriones de este estadio presentan las placas de la vista invaginando, el orificio auditivo
aun presenta una pequefia abertura; el alantoides ha incrementado su volumen apreciandose un

poco méas grande que la cabeza (Fig. 10A-B).

Las camaras embrionarias en este estadio fueron cortadas a lo largo del eje transversal del
embrion lo que permite tener un panorama del origen y acomodo de las membranas
extraembrionarias a partir del mismo (Fig. 10C). Debido a la cercania de estos con el estadio 16

no hay grandes diferencias entre ambos.

En este estadio las células del alantoides son escamosas, el crecimiento del saco corresponde
a casi la mitad del tamafio del embridn aproximadamente ampliando la superficie de contacto
con el corion. Por lo tanto, la region del corion que no estd en contacto con ninguna otra
membrana extraembrionaria disminuye (Fig. 11A). Con ello, el corioalantoides y a su vez la
Corioalantoplacenta aumentan su extension reemplazando parte de la Corioplacenta y de la

Placenta Coriovitelina.

Las células endodérmicas y mesodérmicas de la esplacnopleura del saco vitelino y las células
mesodérmicas y ectodérmicas del corion cercanas al embrion son escamosas, conforme se alejan
forman la membrana coriovitelina en donde las células endodérmicas se observan esféricas o
redondeadas, las mesodérmicas en grupos o islotes y las ectodérmicas son cubicas bajas (Fig.

11B).

Se aprecia el sinus terminalis a nivel del ecuador donde las células intravitelinas comienzan a
penetrar hacia el vitelo (Fig. 11C-D). En el polo abembrional las células mesodérmicas
intravitelinas son escamosas (Fig. 12A), para entonces han proliferado en gran medida haciendo

mas evidente la hendidura vitelina, sin ain separar por completo la masa aislada de vitelo de la
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gran masa vitelina (12C-D). El epitelio de la onfalopleura bilaminar es cubico, la aposicion con

el epitelio uterino persiste (Fig. 12B).

Se aprecian las fibras formando el limite interno de la membrana de la cascara rodeando al
huevo por completo, interponiéndose entre los tejidos maternos y fetales. La mucosa uterina es
plegada y esté limitada por el epitelio uterino cibico bajo. En la lamina propria se incrementa la

vascularizacion en cantidad y tamafio (Fig. 12B-D).
Gestacion tardia

En esta etapa los estadios comparten varias cualidades morfoldgicas respecto a la estructura de
las camaras embrionarias. Estas son més voluminosas comparadas con la etapa intermedia, el
embridn ocupa mas de tres cuartas partes del huevo, la masa aislada de vitelo se ha reducido casi
por completo y solo quedan pequefias porciones de lo que antes fue la gran masa vitelina (13 A-

F).
Estadio 35

Los embriones en este estadio han completado la organogénesis, el cuerpo entero se encuentra
cubierto por escamas mostrando una tenue pigmentacién (Fig. 13A-B). Histol6gicamente, se
puede observar la presencia de la corioalantoplacenta cubriendo el polo embrionario y la
onfaloalantoplacenta en el abembriona, con la casi completa absorciéon de la masa aislada de

vitelo (Fig. 14A).

Las células del amnios son escamosas a lo largo de toda la membrana. Los vasos sanguineos
son mas evidentes a lo largo del alantoides. Para esta etapa el celoma extraembrionario es
continuo y ocupado por el alantoides expandido. El crecimiento y desarrollo del alantoides es
considerable, haciendo contacto y fusionandose ambas membranas, interna y externa, en el polo

abembrional encerrando al embrion y las pequefias porciones de vitelo que ain permanecen. La
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Fig. 10. CAmara embrionaria en el estadio de desarrollo 18.
A. Vista del polo embrionario. B. Embridn con su alantoides. C. Vista panoramica del corte histologico.
(ZIE) zona intermbrionaria, (Em) embrion, (Al) alantoides, (PE) polo embrionario, (CA) corioalantoides,

(Am) amnios, (MCV) membrana coriovitelina, (ST) sinus terminalis, (OB) onfaloplaura bilaminar, (PA)
polo abembrional.
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Fig. 11. Polo embrionario en el estadio de desarrollo 18.

A. Embrion con su alantoides (Técnica TM, 400x). B. Membrana coriovitelina (Técnica HE, 400x).
C. Placenta coriovitelina y formacion de la onfaloplacenta (Técnica HE, 100x). D. Placenta corio-
vitelina (Técnica HE, 400x). (Al) alantoides, (Em) embrion, (Eco) ectodermo coridénico, (Me) meso-
dermo, (En) endodermo, (MC) membrana de la céscara, (Ut) utero, (ST) sinus terminalis, (MAV)
masa aislada de vitelo, (HV) hendidura vitelina y (Vi) vitelo.
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Fig. 12. Onfaloplacenta en el estadio de desarrollo 18.

A. Penetracion del mesodermo intravitelino (Técnica HE, 400x). B. Estructura de la placenta (Técnica
HE, 400x). C. Utero vascularizado (Técnica TM, 400x). D. Separacion de la masa aislada de vitelo
(Técnica TM, 400x). (MIV) mesodermo intravitelino, (OB) onfalopleura bilaminar, (MAV) masa aislada
de vitelo, (MC) membrana de la céscara, (Ut) ttero, (HV) hendidura vitelina, (VU) vasos del ttero y (Vi)
vitelo.
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mayor region del alantoides se encuentra fusionada al corion formando el corioalantoides, que en
aposicion con el epitelio uterino forma la corioalantoplacenta, cubriendo el polo embrionario y
parte del abembrional (Fig. 14B-C). De esta manera, el corioalantoides reemplaza las membranas
coridnica y coriovitelina, y con ello la corioplacenta y la placenta coriovitelina por completo. Las
paredes externa e interna del alantoides son de epitelio escamoso, presentan grandes vasos
sanguineos a lo largo de las membranas. Especialmente en la pared interna se encuentra un gran
vaso entre las porciones de vitelo remanentes. La pared externa del alantoides se encuentra en su
mayoria fusionada con el corion. La corioalantoplacenta estd limitada por la penetracién del
alantoides a la parte dorsal de la masa aislada de vitelo a través de la hendidura vitelina haciendo

contacto con la previa Onfaloplacenta.

La onfaloplacenta presente desde los primeros estadios hace contacto con el alantoides
resultando la onfaloalantoplacenta. Esta placenta se encuentra muy vascularizada gracias a los
componentes del alantoides por parte del embridn y a los grandes vasos del Gtero por parte de la
madre. El epitelio del alantoides es cubico bajo, el de la onfalopleura bilaminar cubico alto, con
algunas células binucleas, y el epitelio uterino escamoso. En esta etapa, la masa aislada de vitelo
ha sido consumida casi por completo, permaneciendo pequefias gotitas de vitelo entre las

numerosas vacuolas vacias que quedan (Fig. 14D y E).

El Utero se encuentra sumamente vascularizado. Las glandulas uterinas ya no son evidentes.
El epitelio es muy delgado, especialmente el que se encuentra en contacto con los vasos

sanguineos del Utero, los cuales parecieran estar en el limite del epitelio.

La membrana de la cascara persiste sin cambio aparente, interpuesta entre los tejidos
embrionarios — corioalantoides y onfaloalantoides- y el epitelio uterino. Se observa el limite

interno y las fibras rodeando al embridn junto con sus membranas extraembrionarias.
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Estadio 36 y 37

Los embriones practicamente han concluido su desarrollo intrauterino, muestran escamas de
color definido tipico de la especie, las caracteristicas histologicas son semejantes (Fig. 13 C-F).
Los embriones ocupan la mayor porcién de las camaras embrionarias, estan cubiertos por el
corioalantoides en la parte dorsal y el onfaloalantoides en la parte ventral (Fig. 15A-B). El
amnios es escamoso, se encuentra cercano a las pequefias porciones de vitelo que adn
permanecen, presenta pequefios vasos a lo largo de toda la membrana. El epitelio coridnico de la
corioalantoplacenta es muy delgado, en algunos sitios las células son escamosas y cercanas a los
vasos sanguineos, las membranas de esta placenta se encuentran plegadas y junto con el (tero es

la placenta més vascularizada (Fig. 16A-E).

La Onfaloalantoplacenta en cambio se encuentra vascularizada en menor cantidad. La masa
aislada de vitelo se ha reducido, permitiendo una relacion méas cercana entre las membranas del
alantoides y el epitelio uterino, y con ello un mayor acercamiento entre los vasos maternos y
fetales (Fig. 17 A-C). El epitelio de la onfalopleura es de cubico alto en los laterales del huevo a
cubico bajo en la parte méas ventral, algunas células son binucleadas (Fig. 17A). En esta placenta
el alantoides también presenta grades vasos sanguineos. La masa aislada de vitelo se ha reducido

casi por completo, sélo en algunos sitios se observan pequefias vacuolas vacias (Fig. 17 B-D).

La membrana de la céscara aun es visible alrededor de todo el huevo, se pueden distinguir las
dos capas por las que se constituye, las cuales son afines a diferentes colorantes, el limite interno
y las fibras. Aparentemente, esta membrana no ha sufrido algun cambio, ni regresion (Fig. 16 B,

CYE, 17 B-C).

El epitelio de la pared uterina es escamoso, casi imperceptible; los vasos sanguineos del tejido
conectivo son mayores en tamafio y cantidad, y se encuentran en cercana proximidad a la pared

uterina propiciando un camino donde los sistemas vasculares fetal y materno son muy cercanos,
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Fig. 13. Embriones en la etapa final del desarrollo.
A-B. Estadio 35. C-D. Estadio 36. E-F. Estadio 37.
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Fig. 14. Placentas en el estadio de desarrollo 18.
A. Vista panoramica de la camara embrionaria (Técnica TM, 12x). B-C. Corioalantoplacenta (Técnica
B-ARNR, C-TM; B 100x, C 400x). D-E. Onfaloalantoplacenta (Técnica D-ARNR, E-TM; D 100x,
E 400x). (CAP) corioalantoplacenta, (Em) embrion, (Vi) vitelo, (OAP) onfaloalantoplacenta, (ZIE)

zona inter-embrionaria, (Ut) ttero, (MC) membrana de la cascara, (CA) corioalantoides, (VA) vasos del
alantoides, (MIA) membrana interna del alantoides, (Am) amnios, (VU) vasos del ttero y (OB) onfalo-

pleura bilaminar.
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Fig. 15. Vista panoramica de las cAmaras embrionarias en la etapa final del desarrollo.
A. Estadio 36 (Técnica AARRCSB, 12x). B. Estadio de desarrollo 37 (Técnica TM, 12x).
(CAP) corioalantoplacenta, (Em) embrion y (OAP) onfaloalantoplacenta.
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Fig. 16. Corioalantoplacenta en la etapa final de desarrollo.

A. Estructura del utero (Técnica HE, 400x). B. Estructura de la placenta (Técnica HE, 100x).
C. Estructura de la placenta, corioalantoides muy vascularizado (Técnica ARNR, 100x).

D. Membranas del corioalantoides (Técnica ARNR, 400x). E. Utero vascularizado (Técnica
(ARNR, 400x). (Ut) utero, (MC) membrana de la cascara, (CA) corioalantoides, (VA) vasos
del alantoides, (Em) embrion, (Am) amnios y (VU) vasos del utero.
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Fig. 17. Onfaloalantoplacenta en la etapa final del desarrollo.

A. Membranas de la placenta (Técnica HE, 400x). B. Membranas interna y externa del alantoides
separadas (Técnica HE, 400x). C. Reduccion de la masa aislada de vitelo (Técnica TM, 400x).
(OA) onfaloalantoides, (VA) vasos del alantoides, (VU) vasos del utero, (MC) membrana de la
cascara y (Ut) utero.
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Fig. 18. Onfaloalantoides en la etapa final del desarrollo

A. Células binucleadas de la onfalopleura bilaminar (Técnica HE, 1000x). B. Alantoides vasculari-
zado (Técnica HE, 1000x). C-D. Las flechas sefialan vacuolas vacias de la masa aislada de vitelo
(Técnica ARNR, C-D 400x). (Al) alantoides, (VA) vasos del alantoides, (OB) onfaloplaura bilami-
nar y (MC) membrana de la cascara.
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tanto en la corioalantoplacenta (Fig. 16 A-C y E) como en la onfaloalantoplacenta (Fig. 17 A-C).

Externamente el Gtero esta limitado por una pared muscular muy delgada.
Evolucion

Se obtuvo una matriz con 12 grupos de serpientes, uno de ellos oviparo. La informacién
disponible fue insuficiente para obtener una matriz completa, con los diferentes estados para
todas las especies, por lo que existen espacios vacios en donde no hay informacién disponible o
no aplica el caracter para la especie. En general existen pocas diferencias entre las especies

comparadas, especialmente en las viviparas.

Conopsis lineata muestra en general las mismas caracteristicas que las demas serpientes
viviparas, pero solo algunas con Pituophis guttatus, el Unico grupo oviparo del cual hay
informacion disponible de las membranas extraembrionarias (Tabla 6). Las diferencias de C.
lineata con el resto de las serpientes viviparas son el caracter 8, casi todas incluida C. lineata,
presentan una membrana corioalantoica uniforme, sélo V. striatula presenta diferenciacion de

esta membrana en la region ecuatorial.

En el caracter 9, C. lineata como la mayoria de las serpientes poseen la onfalopleura
bilaminar de la masa aislada de vitelo no plegada, en E. schistosa y E. dussumieri esta plegada.
En el caracter 11, C. lineata difiere con E. schistosa, E. dussumieri y V. striatula, el Gtero en
contacto con la onfaloplaura bilaminar de la masa aislada de vitelo de C. lineata es no plegado,
en las otras es plegado. En C. lineata el grosor del Utero desminuye, asi como en T. sirtalis, T.
radix y T. ordinoides, mientras que en V. striatula se mantiene. Otra diferencia importantes es
que en C. lineata como V. striatula, la membrana de la cascara se mantiene continua rodeando al
huevo por completo hasta el final de la gestacion, mientras que en las otras serpientes viviparas
(para las cuales hay informacion disponible) ésta membrana no es continua, ya que hay sitios en

los que desaparece acercandose al final de la gestacion.
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Las principales diferencias de C. lineata con P. guttatus son relacionadas a la viviparidad y la
placentacion. Otros caracteres en los que difieren es la presencia de la membrana onfaloalantoica
(carécter 6) en C. lineata y su ausencia en P. guttatus. Y la distribucion de la membrana
corioalantoica (carécter 7) desde el polo embrionario hasta cercana al polo abembrional en C.
lineta y su distribucion completa por toda la periferia del huevo en P. guttatus. En base a esta
informacion se puede esperar que C. lineata comparta un alto grado de homoplasia con todas las

serpientes.

Tabla 6. Matriz de datos con informacién disponible de las membranas extraembrionarias y la placentacion
para serpientes (tomada de Stewart y Thompson, 2000 y modificada).

, Estados
Caracter 0 | 1 | >
1 - Modo reproductor Oviparo Viviparo
2 - - Membrana de la cascara Calcarea No calcarea

3 - Retencion del huevo Desarrollo medio Desarrollo tardio

4 - Relaciones placentarias Ausentes Presentes
5 — Hendidura vitelina Ausente Presente
6 — Membrana onfaloalantoica Ausente Presente
7 — Distribucion de la membrana Rodeando todo el No lo rodea

corioalantoica

contenido del huevo

8 — Complejidad de la
membrana corioalantoica

Uniforme

Diferenciacién en la
region ecuatorial

Diferenciacion en la
region mesometrial
(=placentoma)

9 — Complejidad de la
onfalopleura bilaminar de la
masa aislada de vitelo

No plegada

Plegada

10 — Relacion de la onfalopleura
bilaminar de la masa aislada de
vitelo con la esplacnopleura del
saco vitelino

No apegado

Apegado

11 — Complejidad del epitelio
uterino apegado a la
onfalopleura bilaminar de la
masa aislada de vitelo

No plegado

Plegado

12 — Complejidad del epitelio
uterino apegado a la membrana
coriovitelina

No plegado

Plegado

13 - Grosor del Utero

Se mantiene

Disminuye

Aumenta

14 — Distribucion de la
membrana de la céascara al final
del desarrollo

Continua

Discontinua
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DISCUSION

Generalidades

La viviparidad en reptiles es conocida desde tiempos remotos, siendo tomada como un caracter
para la clasificacion de estos animales por Aristoteles (YYaron, 1985; Stewart, 1993). A pesar de
ello, los estudios en este tema son muy escasos, la mayoria de ellos realizados en los ultimos dos
siglos de nuestra era, siendo los estudios de microscopia optica la base de estas investigaciones.
Estos estudios nos ayudan a reconstruir la evolucién de este patron reproductor simultdneamente

con la evolucion de la placentacién (Blackburn et al., 2002; Blackburn y Flemming, 2009).

México, aungue importante en riqueza de estas especies, no ha tenido muchos estudios sobre
el origen de la viviparidad y la placentacidn, pues solamente cuenta con estudios realizados en
lacertilios, destacando asi la relevancia de esta investigacion para el avance en el conocimiento
sobre membranas extraembrionarias, placentacién y viviparidad de escamosos, especificamente

serpientes.

Otro punto importante a destacar es que la presente investigacion es el primer estudio en el
que se describe la corioplacenta en serpientes, siendo que ésta ha sido descrita solo en lagartijas;

tam bién es la primera especie en la que se describen todos los tipos placentarios. Cabe resaltar
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ademas la importancia de la utilizacion de ejemplares de colecciones cientificas, herramientas de

gran ayuda que nos permitieron llevar a cabo el estudio sin afectar a sus poblaciones.

Los estudios sobre viviparidad indican que esta se origind en altitudes y latitudes altas (Tinkle
y Gibbons, 1977), correspondiendo la distribucion de Conopsis lineata a esta hipdétesis, ya que

habita en altas altitudes del Sistema Volcanico Transversal de México.

Aunque se ha registrado que el periodo de gestacion en C. lineata inicia a fines del invierno
(Uribe et al., 1998), encontramos las primeras etapas de desarrollo embrionario ain antes del
inicio de esta estacion, siendo que el estadio de desarrollo més temprano se hall6é en la hembra
capturada el 24 de noviembre de 1997, con embriones en etapa de segmentacion. Por los datos
de colecta de los ejemplares de las colecciones cientificas, se puede inferir que el periodo de
gestacion es de cinco meses aproximadamente, encontrando las primeras etapas de desarrollo
embrionario (segmentacion) en el mes de noviembre y el Gltimo estadio (37) en el mes de mayo,

pues el desarrollo ya se habia completado y las crias estaban a punto de nacer.

En esta investigacion encontramos diferentes estadios de desarrollo embrionario, desde la fase
de segmentacion hasta antes del nacimiento; los cuales consideramos: segmentacion (entre los
estadios 1-4) como gestacion temprana, estadios 16 y 18 como gestacion media y estadios 35, 36
y 37 como gestacion tardia. Zehr (1962) en sus descripciones identificd 37 estadios y aunque
otros autores se han basado en este mismo trabajo para sus investigaciones, su definicién en el
avance del desarrollo es diferente y hasta cierto punto impreciso, ya que consideran la etapa
temprana a partir del estadio 20, la media a partir del 30 y la etapa tardia algunos autores la
consideran a partir del estadio 29 y otros a partir del 35 (Blackburn y Lorenz, 2003a, b;
Blackburn et al., 2003; Stewart y Brasch, 2003; Knight y Blackburn, 2008; Blackburn et al.,
2009). Esta clasificacion o division parece incongruente si dividimos los 37 estadios descritos en
tres etapas (temprana, media y tardia). Los estadios mas tempranos que se han descrito

previamente en serpientes son a partir del 15 para Thamnophis sirtalis (Hoffman, 1970).
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Por otro lado, en los vertebrados conforme avanza el desarrollo del embrion sus necesidades
van cambiando, al inicio de la gestacion los requerimientos de oxigeno y nutrientes son minimos
(Guillete, 1982) y no es tan indispensable la presencia de estructuras encargadas de su aporte ya
que los obtiene del vitelo, por lo que el Gtero materno se aprecia pobremente vascularizado. En
esta etapa el embrion de C. lineata estd iniciando su desarrollo y ain no se han formado sus

membranas extraembrionarias.

La gestacion media representa una etapa clave, ya que en ella se puede observar el paso de las
placentas transitorias que aparecen durante la gestacion temprana y el inicio de la formacion de

las placentas definitivas que perduraran hasta el final del desarrollo.

Contrario a lo que sucede durante la etapa temprana, donde las necesidades de oxigeno y
nutrientes son minimas, en la gestacion media y tardia estas se incrementan exponencialmente
con el crecimiento del embrion (Stewart y Thompson, 2003), por lo que es indispensable la
presencia de estructuras especializadas para cubrir estas necesidades. i.e. en Sceloporus aeneus la
vascularizacion se incrementa en las ultimas etapas del desarrollo embrionario (Guillete, 1982).
La Corioalantoplacenta ricamente vascularizada, la Onfaloalantoplacenta y por su parte el
alantoides encargado de almacenar los desechos metabdlicos son las estructuras apropiadas para

estas funciones.
Segmentacion

En esta etapa no es factible observar la presencia del embrion, debido a que éste sélo consiste de
algunas células, las cuales pudieron haberse perdido durante el desarrollo de la técnica
histoldgica. Sin embargo, la distribucion y estructura del vitelo indican su presencia. Este es el
primer estudio donde se reporta una etapa tan temprana, por lo que no se puede comparar con
alguna otra especie; no obstante, una estructura similar ha sido observada en estadios

embrionarios tempranos de lagartijas (comunicacion personal de Maricela Villagran).
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La estructura de la pared del Gtero con la presencia de grandes y activas glandulas en la
l&mina propria del endometrio indican la participacion en la formacion de la delgada membrana
de la cascara. Lo cual es posible observar por la secrecion evidente en la glandulas, de color
similar al que presentan las fibras de esta membrana, lo que coincide con estudios histoquimicos
de la estructura de la membrana de la cascara realizados en Thamnophis sirtalis (Hoffman,
1970). Conforme avanza el desarrollo embrionario el tamafio y numero de las glandulas van
disminuyendo, junto con la reduccion de las membranas extraembrionarias y de la membrana de
la cascara permiten un mayor acercamiento entre los vasos materno y fetales, para una mejor

dotacidon de oxigeno hacia el embrion (Guillete, 1982).
Corioplacenta

La Corioplacenta ha sido descrita en pocas especies de lagartijas -Chalcides chalcides
(Blackburn y Callard, 1997), Género Niveoscincus (Stewart y Thompson, 1998, 2009b) y
Mabuya mabouya (Jerez y Ramirez-Pinilla, 2003); siendo la presente investigacion la primera
descripcién en una serpiente, Conopsis lineata. La dificultad para describir esta placenta es su
breve presencia, ya que es un 6rgano transitorio que se exhibe durante las primeras etapas en el
desarrollo embrionario. Aunado a esto, la gran escasez de informacion sobre biologia del
desarrollo en escamosos, especificamente serpientes, hace mas dificil hallar las primeras etapas

embrionarias donde se presenta.

Existen semejanzas entre la corioplacenta de C. lineata y los lacertilios descritos, pero
también existen diferencias. En ambos grupos esta placenta es observada en la gestacion
temprana y carece de vascularizacion. En C. chalcides (Blackburn y Callard, 1997) y el género
Niveoscincus (Stewart y Thompson, 1998, 2009a, b) describen una corioplacenta donde el corion
se encuentra en intima cercania al epitelio uterino y la membrana de la cascara esta ausente. En

M. mabouya la membrana de la cascara esta presente pero muestra una ruptura en la parte mas
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dorsal. En C. lineata la membrana de la cascara se encuentra interpuesta entre corion y Utero y
aungue muestra una ruptura en la parte mas dorsal, como la que se menciona para M. mabouya,
ésta pudo haber sido ocasionada como artefacto de la técnica, ya que en el resto de los estadios

se muestra la membrana de la cascara continua al contorno de todo el huevo.

C. lineata no presenta estructuras de absorcion como las que se encuentran en M. mabouya, la
placa de absorcién en el polo embrionario y la placa lateral de absorcion, las concavidades
coridnicas y los sacos coriénicos en el polo abembrional. Esta diferencia posiblemente se deba a
que los huevos de M. mabouya son pequefios y con poca cantidad de vitelo, por lo que el
embrion desarrolla estructuras para obtener su alimento de la madre, presentando un alto grado
de placentotrofia (Jerez y Ramirez-Pinilla, 2003). El huevo de C. lineata contiene suficiente
cantidad de vitelo para cubrir la nutricion del embrién durante todo el desarrollo, representando

una nutricion lecitotrdfica, por lo que posiblemente no desarrolla estas estructuras.

Como mencionan Thompson y Speake (2006) especies con una placenta simple, como sucede
con C. lineata, retienen huevos con una cascara mas o menos delgada en el Gtero, aportando
pocos nutrientes a través de la placenta y manteniendo los embriones completa o
predominantemente por los nutrientes del vitelo (nutricion lecitotréfica). En contraste, especies
con placentas complejas -como M. mabouya, C. chalcides y el género Niveoscincus-, ovulan
pequefios huevos y transportan nutrientes a los embriones en desarrollo a traves de la placenta

(nutricién placentotrofica).

El epitelio coridnico en C. chalcides es de células cubicas y columnares pseudoestratificadas,
en Niveoscincus de células cubicas bajas y escamosas, y en M. mabouya de células esféricas a
cubicas, por lo que han sugerido que esta placenta tiene el potencial de transferencia histotrofica;
sin embrago, en C. lineata el epitelio es escamoso, por lo que podriamos sugerir que su funcion

es de proteccion.
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La similitud entre estos grupos se debe a que ambos, C. lineata (serpiente) y lacertilios, son
reptiles escamosos y sus membranas extraembrionarias son homologas, lo que hace que sigan un

patron de morfogénesis similar (Ramirez-Pinilla, 2010; Ferner y Mess, 2011).
Placenta Coriovitelina

La placenta coriovitelina forma parte de las placentas del saco vitelino. Es restringida a un corto
periodo en el desarrollo embrionario. Esta placenta se observa durante la etapa media del
desarrollo en C. lineata, como en otras especies de lagartijas (Chalcides chalcides, Luckett,
1977; Blackburn y Callard, 1997; Sceloporus grammicus, S. mucronatus, Villagran-Santa Cruz,
1989; Mabuya sp., Jerez y Ramirez Pinilla, 2003; Lacerta vivipara, Stewart et al, 2004; S.
mucronatus, Villagran et al., 2005) y serpientes (Virginia striatula, Stewart, 1990; Thambophis
sirtalis, Hoffman, 1970) en las que ha sido descrita, siendo muy similar entre ellas. Es una
estructura transitoria que es reemplazada por la corioalantoplacenta conforme avanza el
desarrollo. La placenta coriovitelina se ubica en el polo embrionario, es limitada en la parte
dorsal por la separacion de esplacnopleura y somatopleura, y en la parte ventral por el sinus
terminalis donde se continta la onfaloplacenta. Es la primera estructura en presentar vasos
sanguineos, por lo que se ha sugerido como la encargada del intercambio gaseoso hasta antes del
establecimiento de la corioalantoplacenta (Stewart, 1993). Al igual que en escamosos, la placenta
coriovitelina se presenta en mamiferos euterios y marsupiales, donde también cumple una

funcidn respiratoria (Stewart, 1993; Ferner y Mess, 2011).

En C. lineata la membrana de la cascara esta presente entre los tejidos maternos y fetales en
toda la periferia como en los otros escamosos en la que ha sido descrita. El Gtero aunque presenta

vasos sanguineos, estos son pequefios y en poca cantidad; el epitelio es escamoso.
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Onfaloplacenta

La onfaloplacenta es otro de los drganos que forma parte de las placentas del saco vitelino. A
diferencia de las demés placentas, que se presentan en otros vertebrados amniotas, ésta es unica

para reptiles escamosos (Stewart, 1993; Ferner y Mess, 2011).

En C. lineata esta relacion materno-fetal se da temprano en el desarrollo, cuando la masa
vitelina es cubierta por la onfalopleura bilaminar y las células mesodérmicas intravitelinas
penetran el vitelo formando la hendidura vitelina y separando la masa aislada de vitelo de la gran
masa vitelina, dejando el polo abembrional cubierto por la onfalopleura bilaminar, patron que
siguen la mayoria de los escamosos (Stewart, 1993; Stewart y Thompson, 2000; Ramirez-Pinilla,

2010).

La parte més ventral no ha sido cubierta por la onfalopleura bilaminar, debido a la presencia
del ombligo del vitelo (0 “yolk navel” en inglés), caracteristica que se ha alcanzado a observar en
pocos estudios por su breve y temprana presencia (Stewart y Thompson, 2009b). EI ombligo del
vitelo ha sido observado en Sceloporus mucronatus, con una estructura similar a la se presenta
en C. lineata, consiste de una agregacion de células ectodérmicas y endodérmicas hipertrofiadas
que se extienden hacia el interior del vitelo (Villagran-Santa Cruz et al., 2005). En Thamnophis
sirtalis realizaron estudios histoquimicos, el ombligo del vitelo es aparentemente la principal
zona de provision de hierro y representa el ultimo sito de union de la onfaloplacenta a la gran

masa vitelina, antes de su completa separacion (Hoffman, 1970).

En C. lineata la masa aislada de vitelo no ha sido separada completamente de la gran masa
vitelina en esta etapa, las células intravitelinas se observan penetrando el vitelo comenzando la
separacion en las partes mas externas. La estructura de la masa aislada de vitelo sigue teniendo la

misma composicion que la gran masa vitelina.
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En serpientes ha sido descrita en Virginia striatula (Stewart, 1990), Thamnophis ordinoides y
T. sirtalis (Blackburn et al., 2002) y Storeria dekayi (Blackburn et al., 2009). El epitelio de la
onfalopleura en C. lineata es similar al que se observa en estas especies, una capa externa de
células cubicas y una interna de células escamosas. Por su estructura, se ha sugerido que esta
placenta tiene potencial histotréfico (Stewart, 1993, Blackburn y Flemming, 2009). En
escamosos oviparos, como Pituophis guttatus, la estructura de la onfalopleura es similar a la que
se presenta en escamosos viviparos (Knight y Blackburn, 2008), en estas especies oviparas han
sugerido que por su morfologia la onfalopleura es la encargada de la absorcion del agua del
sustrato, ademas de aportar algunos minerales como sodio y calcio; pudiendo representar un

caracter plesiomdrfico que se ha conservado entre los escamosos Vviviparos.

En C. lineata la onfaloplacenta es un 6rgano transitorio, conforme avanza el desarrollo el
alantoides se expande ocupando el celoma extraembrionario, que ha sido ampliado por la
separacion de la masa aislada de vitelo, entrando en contacto en la parte ventral del huevo con la
previa onfaloplacenta, transformandose de esta forma en la definitiva onfaloalantoplacenta que

perdurara hasta el final del desarrollo.
Onfaloalantoplacenta

La onfaloalantoplacenta es la tercera placenta que forma parte de las saco-vitelinas. Es un 6rgano
definitivo que se establece en la etapa tardia del desarrollo embrionario. En C. lineata se

observo durante los tres dltimos estadios (35, 36 y 37).

Aunque es caracteristica de los reptiles escamosos, esta placenta se ha observado en todas las
serpientes en etapa tardia; sin embrago, solo en algunas lagartijas se ha presentado (Stewart,
1993, Knight y Blackburn, 2008), i.e. Sceloporus grammicus (Villagran-Santa Cruz, 1989) y S.
mucronatus (Villagran-Santa Cruz et al., 2005). En serpientes ha sido observada en Tamnophis

ordinoides (Blackburn et al., 2002), T. sirtalis (Hoffman, 1970; Blackburn et al., 2002), T. radix
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(Blackburn y Lorenz, 2003a, b), Virginia striatula (Stewart, 1990; Stewart y Brasch, 2003) y
Storeria dekayi (Blackburn et al., 2009). En C. lineata y en todas estas especies la masa aislada

de vitelo se ha reducido considerablemente.

En C. lineata al igual que en V. striatula (Stewart, 1990; Stewart y Brasch, 2003) el epitelio
uterino es cubico bajo a escamoso, para C. lineata es casi imperceptible; contrario a lo que se
observa en T. sirtalis, T. ordinoides (Blackburn et al., 2002) y S. dekayi (Blackburn et al., 2009)
donde es de cubico alto a columnar. La reduccion de la masa aislada de vitelo y del grosor del

epitelio uterino permite una relacion mas estrecha entre los sistemas vasculares materno y fetal.

La onfalopleura bilaminar de C. lineata es de celulas cubicas, algunas de ellas binucleadas
como se ha observado en otros colubridos, como S. dekayi. Los estudios realizados con
microscopia electrdnica en el género Thamnophis y en S. dekayi, han revelado que se constituye
por dos tipos celulares: células con microvellosidades y células granulares (Blackburn et al.,

2002, 2009; Blackburn y Lorenz, 20033, b).

En C. lineata observamos estadios de desarrollo embrionario intermedios, donde se aprecia el
inicio de la formacion de las estructuras placentarias definitivas y finales donde se ven ya
establecidas. Estos estadios nos ayudan a inferir que las membranas extraembrionarias siguen el
mismo patron de desarrollo de los escamosos en general; por ejemplo, en T. sirtalis se ha
descrito que el alantoides se expande a lo largo de todo el celoma extraembrionario hasta la parte
dorsal de la masa aislada de vitelo, donde sus membranas se fusionan, propiciando la formacion
de la onfaloalantoplacenta (Hoffman, 1970). Esta misma descripcién aplica a lo que sucede en C.
lineata, coincidiendo con el tercer patron de crecimiento del alantoides que se da a lo largo del

celoma extraembrionario (Stewart, 1993; Stewart y Thompson, 2000).

En C. lineata la onfaloalantoplacenta, a diferencia de la onfaloplacenta, se encuentra

vascularizada gracias a los vasos del alantoides, los cuales se encuentran cercanos a los vasos
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maternos por la reduccion de la masa aislada de vitelo. La membrana de la céscara se encuentra
interpuesta entre los tejidos maternos y fetales. No muestra cambio aparente desde la fase de

onfaloplacenta.

La nutricidn de C. lineata es lecitotréfica; sin embargo, se ha sugerido que por su morfologia
-epitelio cubico alto a columnar de la onfalopleura bilaminar-, la onfaloalantoplacenta lleva a
cabo funciones de secrecidon y absorcion. Al igual que la onfaloplacenta, probablemente de

sodio, calcio y agua (Blackburn et al., 2009), pudiendo asi presentar placentotrofia incipiente.
Corioalantoplacenta

La membrana corioalantoica se aprecia desde la etapa media (estadio 16) en C. lineata ocupando
la pequefia porcion del saco del alantoides en contacto con el corion en la parte dorsal del
embridn, siguiendo un patréon de crecimiento similar de los reptiles escamosos en general
(Blackburn, 1993a, 1998; Blackburn y Flemming, 2009; Ramirez- Pinilla, 2010; Ferner y Mess,
2011). Esta membrana en aposicion con la pared interna del Utero constituye la
corioalantoplacenta que reemplaza inicialmente a la corioplacenta y posteriormente a la placenta
coriovitelina conforme se va extendiendo a lo largo del contorno del huevo hasta el polo
abembrional, tomando su papel en el intercambio gaseoso. La corioalantoplacenta persiste hasta
el final de la gestacion, siendo la placenta que méas tiempo permanece a lo largo del desarrollo
embrionario, correspondiendo a las descripciones previas en otras especies (Blackburn, 1993a;

Blackburn y Lorenz, 2003a; Blackburn et al., 2003).

En la etapa final la corioalantoplacenta consiste de la membrana interna del alantoides
pobremente vascularizada, la membrana externa del alantoides ricamente vascularizada
fusionada con el corion y el Gtero materno igual altamente vascularizado. El adelgazamiento de
los epitelios, coridnico y uterino, permite un mayor acercamiento de los vasos sanguineos

maternos y fetales.
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La estructura de la Corioalantoplacenta madura corresponde al morfotipo Tipo | (Weekes,
1935, Blackburn, 1993a), donde permanecen intactos el epitelio fetal y materno, similar a lo que
ha descrito en T. ordinoides (Blackburn et al., 2002), T. sirtalis (Blackburn et al., 2002;
Blackburn y Lorenz, 2003a, b), T. radix (Blackburn y Lorenz, 20033, b), V. striatula (Stewart y

Brasch, 2003) y S. dekayi (Blackburn et al., 2009).

La membrana de la cascara interpuesta entre ambos tejidos esté presente a lo largo de todo el
contorno del huevo. Difiriendo de lo que sucede en las otras serpientes donde s6lo permanece en
algunas regiones o desaparece completamente como ha sucedido en el género Thamnophis y S.

dekayi.

La membrana corioalantoica (en especies oviparas) y la corioalantoplacenta (en especies
viviparas) han sido designadas como las principales estructuras para llevar a cabo la funcion de
intercambio gaseoso en amniotas tetrapodos, especialmente en sauropsidos y mamiferos euterios
(Ferner y Mess, 2011). Esta funcion ha sido inferida para reptiles escamosos con base en

estudios morfologicos (Yaron, 1985; Blackburn, 1993a; Blackburn y Flemming, 2009).
Evolucion

El estudio de las membranas extraembrionarias contribuye al conocimiento de la transicion
evolutiva de la vida acuatica hacia la vida terrestre, siendo los reptiles los primeros organismos
en ser independientes del agua para la puesta del huevo, y el grupo de los amniotas tetrdpodos
mas exitosos (Mess et al., 2003; Blackburn y Flemming, 2009). El aumento de la retencion del
huevo en el oviducto y la reduccion de la membrana de la cascara se han asumido como los
principales precursores para el desarrollo de la viviparidad en reptiles (Packard et al., 1977),
siendo este un evento que ha evolucionado convergentemente en escamosos 108 ocasiones

aproximadamente (Blackburn, 1992; Stewart y Thompson, 2003; Ramirez-Pinilla, 2010) y
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paralelamente con la viviparidad en mamiferos (Blackburn, 2006). Los andlisis filogenéticos

representan una gran herramienta que aporta evidencias sobre su trayectoria evolutiva.

En general, los diversos estudios han asumido que la viviparidad ha evolucionado
simultaneamente con la placentacion y no esta ultima de forma subsecuente (Blackburn, 2005).
Los reptiles escamosos representan el modelo ideal para estudiar la transicion de estos eventos a
lo largo de la evolucidn, ya que aportan evidencias de la evolucion no sélo para los reptiles
escamosos, sino también para los amniotas tetrapodos en general (reptiles, aves y mamiferos)
que desarrollan el mismo conjunto de membranas extraembrionarias y estructuras placentarias

(Thompson y Speake, 2006; Ferner y Mess, 2011).

Por las multiples ocasiones en las que la viviparidad y la placentacion han evolucionado, la
falta de ontogenias completas de las membranas extraembrionarias y de las placentas de las
muchas especies existentes actualmente y la gran escasez de informacién, no es posible realizar
comparaciones filogenéticas. La mayor informacion disponible estd basada en estudios
histoldgicos y morfoldgicos, hace falta llevar a cabo estudios fisioldgicos (Stewart y Thompson,

2000).

La similitud de las membranas extraembrionarias entre los reptiles escamosos, tanto oviparos
como viviparos, no solo revelan similitudes estructurales indicativas de homologia, sino también
caracteristicas funcionales que han sido retenidas durante la evolucion del modo reproductor
(Knight y Blackburn, 2008). Por ejemplo, la onfalopleura bilaminar de las especies oviparas se
encarga de obtener el agua necesaria del sustrato en el que se encuentran. Su morfologia es muy
similar en escamosos tanto oviparos como viviparos, pudiendo representar un caracter que ha
sido retenido en las especies viviparas. La ontogenia de la placentacion del saco vitelino esta
determinado porgue aparenta ser una secuencia de desarrollo plesiomérfica para la onfalopleura

(Stewart y Thompson, 2000).
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Aunque se ha especulado el papel que representan algunos caracteres en la evolucion (como
sinapomorfia, plesiomorfia u homoplasia), no se pueden realizan comparaciones filogenéticas
porque se corre el riesgo de sobreestimar el valor de algunos caracteres y dar relaciones cercanas
equivocas. La sistematica filogenética frecuentemente ha sobregirado las clasificaciones
tradicionales, en las cuales taxa definidos cominmente no consisten de grupos de especies
relacionadas cercanamente (Mess et al., 2003). A pesar de ello, por la informacién disponible se
espera que haya un alto grado de homoplasia entre las serpientes, asi como con las lagartijas

(Stewart y Thompson, 2000) debido a que también son reptiles escamosos.

La viviparidad y la placentacion representan un paralelismo entre reptiles y mamiferos; un
ejemplo de ello es la corioalantoplacenta que representa la principal estructura para llevar a cabo
el intercambio gaseoso en ambos grupos, principalmente en reptiles escamosos y mamiferos
euterios (Ferner y Mess, 2011). Estructura que se pudo desarrollar tal vez gracias a que ambos
grupos se encontraron en condiciones ambientales similares, respondiendo de forma similar a

estas condiciones.

Las relaciones filogenéticas tienen diversos beneficios: 1) pueden probarse explicitamente
hipdtesis acerca de la direccionalidad de los cambios evolutivos, 2) pueden usarse como un
escenario para reconstruir detalles de la evolucion de las membranas extraembrionarias y las
placentas, 3) permiten formular nuevas hipétesis que pueden ser objeto de pruebas empiricas y 4)
permiten reconstruir morfo-tipos de taxa seleccionados y detectar transformaciones evolutivas
entre nodos sucesivos dentro de un cladograma (Mess et al., 2003). Todo esto se puede realizar

siempre y cuando exista la informacién suficiente, para no obtener informacion errénea.

Stewart (1989) reconocié dos tipos de placentotrofia: 1) placentotrofia obligada definida
como un requerimiento necesario para la produccion de un neonato viable, y 2) placentotrofia
facultativa, la cual es un suplemento a otros recursos nutricionales. Por ello, las etapas iniciales

en la evolucién de la placentotrofia pueden involucrar placentotrofia facultativa y esta
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caracteristica funcional le permite a las hembras completar la provision nutricional de sus crias
(Stewart y Thompson, 2000), como podria ser el caso de C. lineata, quien presenta la

corioalantoplacenta y la onfaloalantoplacenta sumamente vascularizadas.

Consideramos a las especies de reptiles mexicanos importantes objetos de estudio para
especular sobre posibles caminos que hayan tomado la viviparidad y la placentacién en su
evolucion. México cuenta con una gran historia geoldgica-evolutiva (Espinosa y Ocegueda,
2008) la cual pudo haber influenciado la distribucion de las especies. Ademéas existen 804
especies de reptiles descritas en nuestro pais, 301 de las cuales son serpientes, representado el
segundo lugar mundial de riqueza de este grupo, riqueza que podria ser explotada para la
obtencion de mayor informacion, la cual no sélo puede ser basada en organismos Vivos sino

también en aquellos que se encuentran en las diversas colecciones cientificas en todo el mundo.

CONCLUSIONES

. En Conopsis lineata cada placenta presenta caracteristicas que le permiten cubrir las
necesidades del embrion. Por lo que, cada una de ellas se presenta en tiempos y por periodos

diferentes a lo largo de la gestacion.

- La corioplacenta, presente en los primeros estadios de desarrollo cuando las necesidades
de nutricién y respiracion son minimas, posiblemente cumpla la funcién de proteger al

embridn, ya que carece de vasos sanguineos y es una placenta muy delgada.

- La placenta coriovitelina (presente en la etapa temprana) y la coriolantoplacenta (en la
etapa final), posiblemente se encarguen del intercambio gaseoso, por la presencia de
NUMErosos vasos sanguineos, tanto del embrién como de la madre, y la estrecha cercania

entre estos.
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- La onfaloplacenta (en la etapa temprana y media) Yy posteriormente la
onfaloalantoplacenta (en la etapa final, al reemplazar a la onfaloplacenta) por su epitelio

alto y sus células binucleadas, posiblemente sean sitios de transferencia de nutrientes.

. A pesar de que C. lineata presenta nutricion embrionaria lecitotrofica, la posible
transferencia de nutrientes a través de la onfaloplacenta y la onfaloalantoplacenta

representen matrotrofia incipiente.

. La gran similitud entre las membranas extraembrionarias y las placentas de C. lineata

con otras serpientes, tanto oviparas como viviparas, proponen un alto grado de homoplasia.

. Los ejemplares de coleccion representaron un material confiable para llevar a cabo el
estudio, ya que los cortes obtenidos fueron tan de alta calidad como los del material de

campo.
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ANEXO |

Estadios de desarrollo embrionario para thamnophis sirtalis (Zerh, 1962).

1.- Una célula

2.- Dos células

3.- Cuatro células

4.- Ocho células

5.- Pequefios cumulos de células
6.- Blastodisco

7.- Géstrula

8.- Néurula temprana: la placa neural originada se pliega mas
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9.- Néurula media: pliegues del cerebro notorios

10.- Néurula tardia: el pliegue amnidtico se origina abruptamente anterior a la cabeza
11.- El amnios cubre la porcidn anterior de los pliegues neurales

12.- El amnios cubre la mitad del embrién. La torsién de la region de la cabeza comienza.

13.- El amnios encierra mas de la mitad de embridn; el pliegue amnidtico posterior comienza a

cubrir el brote de la cola, la cabeza reposa sobre su costado izquierdo
14.- El amnios encierra todo excepto una pequefia area circular

15.- Cierre del amnios; ningun segmento faringeo ni auditivo son visibles, pequefia

protuberancia del alantoides, no inflado.

16.- Segmentos mandibulares visibles; orificios auditivos visibles; tronco curveado 180°; el

alantoides comienza a inflarse; la posicion anterior de los pliegues neurales ain abiertos
17.- Cuarto ventriculo inflado, todavia no son visibles los ojos

18.- Las vesiculas Opticas se encuentran invaginando, orificio auditivo todavia abierto del

tamafo de la punta de un alfiler; alantoides inflado del tamafio de la cabeza
19.- Orificio auditivo cerrado; proceso maxilar no visible; tronco torcido 1%/,

20.- Proceso maxilar visible como un montén de tejido posterior al polo ventral del ojo; el
orificio nasal ain no es visible, vesicula auditiva formada pero aun carece del ducto

endolinfatico; fisura toroide prominente en el globo ocular; la vesicula de la vista ha cerrado

21.- Orificio nasal visible; conducto endolinfatico no visible; cuarto ventriculo inflado se

extiende posterior al oido; tronco torcido 3/, — 3/,

22.- Conducto endolinfatico visible; 6rgano vomeronasal puede ser visto en el orificio nasal ; no

hay depresién internasal; tronco torcido 3%/,-3%/,
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23.- Hemisferios cerebrales expandidos hasta que se presenta la depresion internasal; los ojos
carecen de pigmentacién; el monticulo cloacal puede ser visto en el tronco girado a nivel de 3%/,

0 3 del largo del ejemplar; tronco torcido de 3-4

24.- (Excepto para la pigmentacion del ojo, parecido al 23) El ojo esta iluminadamente
pigmentado; el proceso maxilar se extiende bajo el ojo hasta el centro; monticulo cloacal visible

al final de la torsion 3; tronco torcido 3%/,-4

25.- La punta del proceso maxilar es continuo con el borde lateral de la depresion nasal; el ojo

alin no esta rodeado por la protuberancia de mesénquima; tronco torcido 3%/,-5

26.- Los margenes del globo ocular sobresalen claramente del tejido circundante; la
protuberancia del mesénquima rodea al 0jo; la nariz externa ain no se forma; la vista lateral del
organo vomeronasal obscurece por el cierre del pliegue nasal; un segmento de la faringula
permanece abierto como una ligera superficie de surcos; monticulo cloacal muy distintivo;

anlagen de los hemipenes visible; tronco girado de 5% a 6 %.

27.- Proceso nasal medio y lateral fusionados excepto anteriormente donde un poro permanece
como nariz externa; depresion internasal presente; monticulaos laterales de los hemipenes

distintos en la torsién 3/4-3 del tronco; tronco torcido de 5%,-6%/,

28.- Depresion internasal sustituida; los pliegues de los parpados comienzan a formarse; el
conducto endolinfatico es facilmente distinguido, aunque la masa central de la vesicula es
confusa; los hemipenes son proyecciones localizadas en el tronco entre la torcion 2 %2 a 3; la

lengua adn no es visible cuando la boca esta poco abierta; tronco girado de 5 a 6.

29.- Lengua visible; flexo cervical prominente; los hemipenes son proyecciones contundentes

sobre la torsién 2-2'/, del tronco; tronco torcido 4- 5, libremente girado.

30.- Flexo cervical no muy prominente; las escamas aun no son visibles; los hemipenes estan

localizados en la torsién 2 del tronco; torsiéon del tronco 4 o mas, torsion libre.
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31.- Escamas visibles sobre el tronco pero no sobre la cabeza; los pliegues del parpado han
cubierto al ojo, pero no han cerrado por completo; musculos del costado lateral del tronco son
distintamente separados de la fina y transparente pared ventral del cuerpo; los hemipenes se

encuentran invertidos en algunos especimenes.

32.- Los pliegues de los parpados han cubierto a los ojos completamente; el corazén aun es

visible en la vista lateral a través de la delgada pared ventral del cuerpo.

33.- En la vista lateral, el corazon no es muy visible, pero los flancos laterales no se han juntado

a lo largo de la linea media ventral en la region del corazon.

34.- Las capas musculares laterales del tronco se han juntado a lo largo de la linea media ventral

al final de la region del corazdn; pigmentacién del cuerpo ausente.

35.- Es visible la pigmentacién corporal, pero los patrones aun no estdn bien desarrollados;
escamas visibles alrededor de la boca y ojos; excepto para una pequefia longitud cerca del cordén

umbilical, los musculos del tronco han fusionado completamente en la linea media ventral

36.- Las escamas cubren la cabeza entera; las lineas externas del cerebro ain son visibles; los
hemipenes aln estan evertidos en algunos especimenes; los patrones de pigmentacion estan bien

desarrollados.

37.- El cerebro no puede ser visto a través de las escamas craneales debido a la densa
pigmentacion; patrones de pigmentacion desarrollados completamente; hemipenes invertidos en

todos los especimenes.

ANEXO Il

Teécnica histologica:
o Deshidratacion en alcoholes graduales y aclarado en xilol. Se colocaron por 90

minutos en cada uno de los siguientes:
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o Alcohol al 70%
o Alcohol al 80%
o Alcohol al 90%
o Alcohol absoluto
o Alcohol-xilol
o Xilol
o Inclusion en paraplast. Se colocaron durante 90 minutos en:
o Parafina-xilol
o Parafina |
o Parafinall

o Inclusion en parafina

o Se realizaron cortes histologicos seriados de 5 um de grosor con microtomo de
rotacion
o Los cortes histologicos se montaron
TINCION

Deshidratacion

15 minutos en la estufa,

= 10 minutos en xilol absoluto,

= 5 minutos en xilol absoluto,

= 5 minutos en alcohol absoluto-xilol,

= 5 minutos en alcohol absoluto,

= 5 minutos en alcohol de 96°,

= 5 minutos en alcohol de 70°,
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= 5 minutos en agua destilada.
e Tincion
o Azul Rojo Ndcleo Resistente (ARNR)
= Se colocan en Acido acético al 3% durante 3 minutos,
= Azul-alciano durante 40 minutos,
= Se lavan con agua corriente,
= Se lavan en agua destilada,

= Se colocan en Rojo Nucleo Resistente por 2.5 minutos,

Se lavan con agua corriente para quitar el exceso de colorante.

o Tricromica de Mallory (TM)

Se colocan en tiosulfato de sodio al 2.5% durante 5 minutos,
= Se lavan en agua corriente durante 15 minutos,

= Se tifien con Fucsina acida al 1% durante 4 minutos,

= Se lavan rapido con agua destilada,

= Se colocan en &cido fosfomolibdico al 1% durante 5 minutos,

= Se tifien en una solucion compuesta durante 4 minutos,

Se lavan en agua destilada.

o Azul Alciano Rojo Répido Clorantino 5B (AARRC5B)
= Se colocan en Hematoxilina de Ehrlich durante 30 minutos,
= Se lavan con agua destilada,

= Se colocan en Azul-alciano durante 30 minutos,
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= Se lavan con agua destilada,

Se colocan en Azul fosfomolibdico al 1% durante 10 minutos,

Se lavan con agua destilada,

Se colocan en RRC5B durante 30 minutos,

Se lavan con agua destilada.

o Hematoxilina Eosina (HE)

Se colocan 10-15 minutos en hematoxilina,
= Se lavan en agua corriente,
= Se colocan en Carbonato de litio hasta obtener color azul ultramar,
= Se lavan con agua corriente,
= Se colocan en Eosina alcohdlica por 30 segundos.
¢ Hidratacion
= Alcohol de 96° entrada por salida,
= Alcohol absoluto entrada por salida,
= Alcohol absoluto-xilol entrada por salida,
= Xilol entrada por salida.
e Montaje
= Poner dos gotas de sudan,
= Colocar el cubre objetos sobre los cortes, y

= Dejar secar.
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