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Resumen

Pituophis deppei deppei es un colubrido originario de México que se encuentra dentro de la
NOM- 059 como especie en peligro de extincion. Las investigaciones realizadas en temas
de reproduccién en cautiverio para la conservacion de este ofidio son escasas, por lo cual
es necesario conocer que estacion del afio es la adecuada para la copula de este ofidio
haciendo uso de analisis espermatobioscopicos. Se usaron 9 ejemplares machos a los
cuales se les extrajo liquido seminal mediante estimulacion manual una vez al mes durante
un afo. Los eyaculados se analizaron para conocer las variables de: volumen de liquido
seminal, concentracion espermatica, movilidad, anormalidades primarias y anormalidades
secundarias. Se obtuvieron como resultados que el volumen de liquido seminal y la
concentracion espermatica fueron mas abundantes a finales de Invierno y principios de
Primavera, la movilidad fue progresiva durante todo el afio y las anormalidades de tipo 1 y
tipo 2 fueron escasas. Pituophis deppei deppei genera eyaculados 6ptimos para una buena
reproduccién en cautiverio durante todo el afio a excepcion del otofio.
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Introduccion
Generalidades de Reptiles

Los reptiles son organismos ectotérmicos, por lo que pueden controlar su temperatura
corporal cambiando de lugar. Actualmente estan constituidos por cuatro érdenes los cuales
son: Testudines (tortugas), Crocodylia (cocodrilos), Rhynchocephalia (tuataras) y
Squamata (lagartijas y serpientes) (Fontanillas et al., 2000). La mayoria de los reptiles se
han adaptado a la vida terrestre y algunos viven en el agua, poseen una piel resistente y
escamosa casi desprovista de glandulas lo que los protege de la desecacion, pero al mismo
tiempo los hace relativamente impermeables al agua y gases, la cual es una de sus
adaptaciones. Otras cualidades que han contribuido al éxito de los reptiles en tierra firme
son los pulmones bien desarrollados, un sistema circulatorio de doble circuito, un sistema
excretor metanefritico que conserva el agua, asi como fuertes extremidades, la capa
superior de la piel (epidermis) se cambia (muda) a intervalos regulares para permitir el
crecimiento (Larika y Vit, 1991; Mengden et al., 1980), posee fertilizacion interna y huevos
amnidéticos con cascaron.

Diversidad de reptiles

Existen 9,547 especies de reptiles distribuidos en el mundo a excepcion de la Antartida de
las cuales 3,000 son ofidios. México posee 8.7% de los reptiles del mundo, considerada
como la segunda nacién con diversidad mas alta de este grupo después de Australia
(Ramirez-Bautista y Hernandez-Ibarra, 2004).

Los ofidios estan subdivididos en las familias: Viperidae, Boideae y Colubridae. Dentro de
estos ultimos se encuentra el género Pituophis con las especies: Pituophis lineaticollis,
Pituophis insulanus, Pituophis melanoleucus, Pituophis vertebralis, Pituophis ruthveni,
Pituophis catenifer, Pituophis deppei jani y Pituophis deppei deppei (Flores-Villela y Garcia-
Vazquez, 2013).

Maduracion de ofidios

Muchas serpientes tienen estacionalidad reproductiva, la cual esta condicionada por varios
estimulos ambientales, el mas conocido es la temperatura. Por lo anterior los organismos
gue habitan en zonas mas frias, generalmente se aparean a finales de la primavera y el
verano, mientras que los que viven en zonas tropicales se ha observado que pueden
copular durante todo el afio (Burnie, 2003).Las investigaciones realizadas en reptiles, se
han inclinado sobre aspectos morfométricos que contemplan la identificacion de su patrén
reproductivo, utilizando para esto, el peso y tamafo de las génadas, asi como su histologia.
Sin embargo, el tema de la fisiologia reproductiva, en especial la espermatogénesis es uno
de los menos estudiados, dejando huecos para la comprension de los fenbmenos que
involucran la estructuracién y funcionalidad del espermatozoide, asi como la capacidad de
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fertilizar al ovocito (Burbrink y Crothe, 2011). El organismo madurard con rapidez si se
alimenta bien y su hébitat posee temperatura y humedad favorables, ayudando a una pronta
reproduccion (Burbrink y Crothe, 2011). Si los factores antes mencionados estan presentes,
la glandula pineal produce melatonina que es la encargada de modular los patrones del
suefio, ritmos circadianos y estacionales; y entonces se dara una 6ptima espermatogénesis;
de lo contrario, si el organismo recibe poca luz y hay baja temperatura la produccion
espermatica se inhibird (Urbinay Reynoso, 2002). Un factor mas con el cual la reproduccion
puede verse afectada es por la falta de reservas energéticas (RE) especialmente en las
serpientes, donde la energia necesaria para su reproduccion proviene de los carbohidratos
almacenados en cuerpos grasos mas no en la ingesta de alimentos. En los machos se
consideraron maduros a aquellos que presentan vasos deferentes enrollados, lo que indica
la presencia de actividad espermatica (Aguiar & Di-Bernardo 2005). En el caso de las
hembras si no tienen suficiente reserva de grasa pierden la oportunidad de aparearse (Zug
y Caldwell, 2001).

Aparato Genital de Ofidios

El aparato genital de los ofidios machos se compone de: testiculos localizados
cranealmente a los rifiones, donde se lleva a cabo la espermatogénesis. El epididimo, el
cual es un tubo estrecho alargado situado posteriormente, que se encarga de retener los
espermatozoides para continuar con su maduracién y aumentar los niveles de fertilidad,
posteriormente se conecta a los tubos deferentes encargados de transportar rapidamente
el semen durante la eyaculacion (Fig.1).

Hemipenes Testiculo derecho

Ureter e gt ¥XX 23/ /S 25y
. — e R =
Ampula Rifion Testiculo izqui:e%?)' B
Conductos deferentes 25mm

Figura 1. Descripcion genital de la anatomia gonadal de una serpiente macho. Tomado de Gribbins y
Rheubert, 2011.

Los machos presentan hemipenes extensibles con un surco seminal compuesto de tejido

eréctil vascular fibroso, elastico y muscular, esta tapizado por un epitelio cilindrico bajo o
epitelio escamoso poco queratinizado y donde este es cilindrico existen numerosas células
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caliciformes que tienen como funcion lubricar (Graves, 2005). Cuando los hemipenes no
estan erectos se situan ventrolateralmente sobre el suelo del surco hemipenial (Derivaux,
2000). Posteriormente esta el epididimo, tapizado por un epitelio seudoestratificado
cilindrico ciliado con estereocilios, este da capacidad de motilidad progresiva a los
espermatozoides; la gota citoplasmatica migra a una posicion distal de la pieza media,
ademas de realizar reabsorcion y fagocitosis de espermatozoides deficientes (Graves,
2005). También existe el estroma que consta de tejido conectivo con algunas fibras
musculares lisas, el conducto deferente que esta tapizado por un epitelio cilindrico simple
con estereocilios y el segmento sexual que es representado por los tubulos del conducto
colector hipertrofico secundario y terciario del rifién, este 6rgano es secretor de fosfolipidos
cuando los testiculos estan espermatogénicamente activos y cuando se lleva a cabo la
cOpula, estas secreciones se mezclan con los espermatozoides para ser liberados en el
tracto genital masculino para que posteriormente los espermatozoides usen los fosfolipidos.
Los testiculos constan de numerosos tubulos seminiferos, cada tdbulo presenta una
membrana basal sobre la que se observan espermatogonias y ocasionalmente células de
Sertoli, separadas por tejido conectivo intersticial fibrovascular. En el tejido intersticial se
encuentran las células intersticiales de Leydig, caracterizadas por poseer un nucleo grande,
redondo, con nucléolo distintivo y citoplasma finamente granular, estas células presentan
cambios estacionales (Fig.2) (Prasad y Reddy, 2016).

Figura 2. En la seccion “A” se aprecia un testiculo de serpiente. En la seccion “B” se observa el interior del testiculo
formado por tdbulos seminiferos separados del tejido intersticial. Tomado de Gribbins y Rheubert, 2011.
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Espermatogénesis

Las células germinales de los testiculos producen células madres, que a su vez originan
espermatogonias tipo 1 por mitosis. Estas espermatogonias llevan a cabo mitosis y generan
espermatogonias de tipo 2, las cuales se reproducen a través de mdultiples divisiones y
posterior a esto se da lugar a espermatocitos primarios también diploides pero de tamafio
mayor. Cada espermatocito primario sufre una primera division por meiosis 1 y genera dos
espermatocitos secundarios haploides, es decir, con la mitad de la dotacion cromosémica
de la especie, a su vez, estos pasan por la meiosis 2 y producen cuatro células haploides
llamadas espermatidas, las cuales pasan por una espermiogénesis donde sufren
transformaciones como: reduccién total del volumen citoplasmatico, alargamiento del
nacleo que se ubica en la zona anterior (cabeza) del espermatozoide, ubicacion de las
mitocondrias en la parte posterior de la cabeza y la formacién de un largo flagelo a partir de
los centriolos de la espermétida (Fig. 3) (Urbina y Reynoso, 2002).

la espermatogonia

diploide prolifera espermatide
or mitosis en el ;
célula P testiculo espermatocito |l | espermatozoice
germinal
primordial espermatogonia espermatocito | % g =

| ez | ® | l/'®-
@_l-@_.@; —@ % %—-@N
MITOSIS Y =

MEIOSIS

< ESPERMATOGENESIS >

Figura 3. En el esquema se muestra el como la Célula germinal primordial (diploide) pasa por un proceso de
mitosis hasta convertirse en un espermatocito primario (diploide) este pasa por meiosis 1 para formar dos
espermatocitos secundarios (haploides) los cuales pasaran por meiosis 2, transformandose en
espermatides, los cuales sufrirdn una espermiogénesis para finalmente ser espermatozoides. Tomado de
www.espermedhub.mx.
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Figura 4. Se muestra la anatomia espermatica de un ofidio, refiriendo las
estructuras que conforman al espermatozoide. Tomado de Urbina y Reynoso,
2002.

Teniendo al final de Ia
transformacion las caracteristicas
de las células haploides
(espermatozoides), que
constituyen al gameto masculino
(Fig.4), el cual consta de una
cabeza que contiene el material
genético que sera heredado a los
hijos y la cola o flagelo que dara
movilidad (Urbina y Reynoso,
2002).

La informacion referente a los
aspectos morfol6gicos de
espermatozoides y produccién de
los mismos en Pituophis deppei
deppei es muy escasa, razon por
la cual es necesario realizar
estudios haciendo uso de técnicas
gque no pongan en riesgo la
integridad de los ejemplares
empleados, aportando
conocimiento para el desarrollo de
dinamicas de reproduccion
asistida y asi contribuir con la
conservacion de esta especie.
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Hipotesis

La produccién seminal de Pituopihis deppei deppei sera mas abundante en la estacion de
primavera ya que al ser organismos ectotérmicos, las elevadas temperaturas de esta
estacion del afio seran favorables para la espermatogénesis, asi mismo las caracteristicas
espermaticas seran mejores en comparacion con el resto del afio.

Objetivo general

Evaluar caracteristicas del semen de Pituophis deppei deppei en cautiverio a fin de conocer
las variantes presentadas a lo largo de un afio.

Objetivos particulares

Determinar el volumen del eyaculado producido periédicamente durante el estudio.
Determinar la concentracion y movilidad espermatica periédicamente durante el estudio.

Determinar las anormalidades primarias y secundarias de Pituophis deppei deppei en esta
investigacion.
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Sujeto de estudio

Pituophis deppei deppei (Fig.5) conocido como: cincuate, alicante 6 serpiente de maiz, es
descrita por Hiatt, en 1998, como un organismo carnivoro, ya que su dieta se basa en:
roedores, crias de conejos, aves y lagartijas. Estd catalogada como una especie
amenazada segun la NOM-059-SEMARNAT-2010 (Ramirez-Bautista y Hernandez- Ibarra,
2004) y la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza coloca a Pituophis
deppei deppei como una especie en peligro de extincion (IUCN, 2007).

Figura 5. En laimagen se muestra a un colUbrido de la especie
Pituophis deppei deppei (Alpizar, 2018).

Es una serpiente que requiere de temperaturas elevadas para copular, sin embargo, se han
habituado a una amplia variedad de climas. Su reproduccién ocurre en la primavera,
colocando sus huevos en verano para que sus crias hazcan en otofio, depositando en su
medio natural de 4 a 24 huevos. Viven bajo rocas y en madrigueras, asoleandose durante
el dia en espacios abiertos (Ramirez-Bautista y Hernandez-Ibarra, 2004).

Las caracteristicas mas evidentes de esta especie son: cabeza semipuntiaguda robusta y
relativamente grande, con una longitud hocico cloaca (LHC) promedio de 936.6+ 161 mmy
una longitud de cola promedio (LC) de 143.2+ 23.6 mm. La coloracion dorsal del cuerpo es
amarillo palido con manchas de color negras, las escamas de la cabeza son grandes y lisas;
presentan dos prefrontales y ocho supralabiales, la cuarta y la quinta entran en 6rbita con
cuatro temporales anteriores. Las escamas del cuerpo son quilladas y las laterales son lisas
y se ordenan en hileras longitudinales paralelas: 27 en la regién anterior, 29 en la media y
21 en la preanal. EI nimero medio de escamas ventrales es de 219 y 60 subcaudales
(Uribe-Pefia et al., 1999).

Su distribucién dentro de la Republica Mexicana abarca una amplia variedad de climas,
desde el arido en los estados de: Baja California, Sonora, Sinaloa, Chihuahua, Durango,
Coahuila, San Luis Potosi, Nuevo Ledn, Zacatecas y Tamaulipas, los tropicales en: Jalisco,
Colima, Michoacén, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Morelos, Puebla, Veracruz, Tabasco hasta
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el clima templado, localizado en la parte sur de la Mesa Central (Fig.6) (Uribe-Pefa et al.,
1999). La principal amenaza para Pituophis deppei deppei es la destruccion de los habitats
donde se distribuye (SEMARNAT, 2001), ya que estas zonas naturales son sumamente
susceptibles a la alteracién y degradacion debido a la urbanizacion, fragmentacién por la
construccion de autopistas, agricultura, pastoreo intensivo, quema y deforestacion, asi
como actividades turisticas (CONABIO, 2001).

Hondur

B T

Figura 6. Mapa de la Republica Mexicana, resaltando la zona donde puede ser ubicada la especie Pituophis deppei deppei.
Tomado de (Zlayer, 2010).

Antecedentes

Mendgen y colaboradores en 1980, realizaron un estudio para caracterizar los parametros
del semen de la serpiente de maiz (Elaphe guttata), incluyendo: apariencia, volumen,
concentraciéon, movilidad y morfologia espermética, determinando la longevidad de la
motilidad espermatica almacenada a 4°C. Obtuvieron como resultado que los
espermatozoides inicialmente exhibieron una motilidad media del 92.5% y produjeron
eyaculados con un volumen promedio de 0.01 ml, sin embargo, la concentracion del
eyaculado fue alta (x = 852 x10° + 585 x 10° espermatozoides / ml), en donde comentan
gue una media de 75.7 + 9.3% de las células de esperma eyaculado son normales. La
eyaculacién con apariencia blanca tenia concentraciones de espermatozoides
significativamente mayores que los eyaculados de color canela.

Depeiges y Dacheux en 1985, realizaron un estudio con Lacerta vivipara, mencionan que
la adicién de cafeina, induce la movilidad progresiva en espermatozoides obtenidos de la
cabeza del epididimo y la velocidad aumenta en la parte distal del mismo, mientras que en
los espermatozoides testiculares, la cafeina no tuvo efecto alguno sobre la movilidad; por
lo que dichos autores sugieren que en lagartos, como en mamiferos, el epididimo puede
desempefiar un papel importante en la maduracién de los espermatozoides; donde la
concentracion de iones parece ser fundamental para la adquisicion de la movilidad.
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Villagrdn y colaboradores en 1994 reportan en su estudio “Ciclo espermatogénico del
lacertilio Sceloporus mucronatus (Reptilia: Phrynosomatidae), el cambio en la actividad
reproductora que es evidente por cambios morfolégicos a nivel de la gonada, esto
mencionan, se correlaciona con cambios histolégicos, es decir, cuando el tamafio del
testiculo aumenta, lo mismo sucede con el epitelio germinal de los tlibulos seminiferos e
inversamente durante la regresion del testiculo.

Simon y colaboradores, en 1996, describieron los espermatozoides de las serpientes: los
cuales son filiformes, la vesicula acrosémica colapsada cubre un espacio subacrosémico
conico e invierte el 4pice nuclear, la pieza media tiene una vaina fibrosa y cuerpos densos
dentro de sus capas mitocondriales concéntricas. El complejo del acrosoma: es una
estructura alargada que posee las proteinas y enzimas necesarias para la degradacion de
las capas extracelulares del ovocito durante la fertilizacion, tiene forma de cono en la parte
apical de los espermatozoides.

Por otra parte Graves en 2005, report6 la relacion de la morfologia espermatica de reptiles
con otras caracteristicas seminales como: concentracion, motilidad y calidad, de ahi que
las alteraciones morfolégicas de los espermatozoides podrian estar relacionadas con las
alteraciones de otras variables de la muestra en fresco.

Tavares y colaboradores en 2008, describen detalladamente las ultraestructuras de
espermatozoides de tres tipos de boas, obteniendo los testiculos y los epididimos “post
mortem”; en dicho estudio se muestra que los gametos masculinos de las tres especies son
filiformes, cuentan con 3 regiones: cabeza (con nucleo y complejo del acrosoma), pieza
intermedia y cola (subdividida en dos), ademas observaron diferentes membranas
multilaminares y microtlbulos extracelulares cerca de la membrana plasmatica de los
espermatozoides, en este estudio sugieren una gran concordancia entre la ultraestructura
y los caracteres anatomicos macroscopicos de los espermatozoides.

Soledad y colaboradores en 2009, realizaron un estudio de Biologia reproductiva en la
serpiente semiacuatica Liophis semiaureus (Serpentes, Colubridae) en el nordeste de
Argentina y reportaron que todos los machos fueron maduros a partir de los 451 mm de
LHC, el macho maduro mas chico tuvo 305 mm de LHC. También mencionan que los ciclos
reproductivos tanto en hembras como en machos fueron estacionales, con mayor actividad
en el periodo templado-calido del afio, aunque previos a la época de mayor altura en el
nivel hidrométrico que ocurre entre marzo y abril. Ademas no encontraron individuos con
actividad reproductiva en otofio e invierno.

Tourmente y colaboradores en 2009, describen un proceso de acariciado ventral para lograr
la relajacion de la musculatura del animal y después proporcionan masaje sobre la escama
anal, lo cual produce distencién de la musculatura cloacal, a esta técnica agregaron un
frotamiento en la base de los hemipenes con una sonda de plastico, de 1.5 mm de diametro,
la cual fue insertada 5 a 7 cm dentro de la apertura cloacal, en un movimiento hacia adelante
y hacia atras, para lograr la eversion de los hemipenes y posterior eyaculacién, estos
autores lograron con la primer técnica una eversion parcial de los hemipenes acompafiada
de una relajacion muscular de la cloaca, incremento de la irrigacion en la zona, obteniendo
solo la expulsién de heces y la eliminacion de secreciones de la glandula anal, pero con la
estimulacion de la sonda de plastico se logré la eyaculacion.
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Gribbins y Rheubert en 2011, extrajeron liquido seminal de las familias: Colubridae,
Elapidae, Boidae, Leptotyphlopidae, Typhlopidae y Anomalepididae y describen
morfolégicamente los espermatozoides producidos por estos collbridos, los cuales poseen
membrana plasmatica, vesicula acrosomica, cono subacrosomal, un nucleo centriolo distal,
axonema, mitocondrias y un cuerpo denso.

Mascorro y colaboradores en 2014, realizaron un estudio en el que determinaron
osmolaridad del espermatozoide de 4 géneros de serpientes (Boa, Crotalus, Morelia y
Pituophis) se obtuvieron eyaculados por estimulacion manual. En resultados los
espermatozoides presentaban rangos de osmolaridad con rangos de 420 a 480 mOsm/L. y
la respuesta al choque osmético se visualiz6 en el hinchamiento de la membrana plasmatica
en la region de la cabeza, pieza media y flagelo.

Materiales y Métodos

Se sexaron a todos los ejemplares Pituophis deppei deppei (20) pertenecientes a la gran
coleccién del Laboratorio de Herpetologia, también llamado Vivario de la FES lIztacala,
haciendo uso de un estilete que se introducia en la cloaca del ejemplar en direccién craneo-
caudal, estando previamente lubricada, (Fig. 7), cuando el estilete era introducido a una
longitud entre la cuarta a la octava o decima escama sub caudal sin complicaciones
significaba que era un macho y podia ser usado para el presente trabajo (Mengden 1980).

Figura 7. En laimagen del lado izquierdo se muestra el estilete incrustado en la cloaca y la imagen del
lado derecho, muestra hasta donde llego el estilete.

En los dias de muestreo se midio la Temperatura en grados centigrados (T°C) y la Humedad
relativa (H.R) del herpetario con un termohigrémetro. Se obtuvieron muestras seminales de
9 machos de Pituophis deppei deppei, usando la técnica de Mengden y colaboradores
(1980), el intervalo de cada muestreo fue de tres semanas a lo largo de un afio. Las
serpientes son albergadas en cajas de policarbonato (Fig.8).
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Figura 8. Contenedores donde se resguarda a las serpientes.

La alimentacién de los organismos fue semanal, la cual consistia en ratones de una porcion
equivalente al 10% del peso total del ofidio, mientras que la hidratacién se administraba de
viernes a lunes (Fig. 9). Durante el proceso de muda, los ejemplares eran humedecidos con
agua haciendo uso de un atomizador una vez al dia, hasta que el ofidio terminaba de mudar,
el tipo de iluminacién que recibieron estos organismos fue artificial (12 horas luz y 12 horas
oscuridad), ademas se asolearon una vez cada mes.

Figura 9. Serpiente con su contenedor de agua.
(Alpizar, 2018).

Obtencién de la muestra del liquido seminal:

Para realizar el proceso de extraccidbn de muestras seminales, los ejemplares fueron
tomados de sus encierros y se introducian de la porcién cefalica a mitad del cuerpo en un
tubo de acrilico transparente, quedando fuera de este la porcién abdominal media hasta la
cola de la serpiente para conservar al ejemplar tranquilo y asi tener un mejor manejo (Fig.
10).
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Figura 10. Serpiente colocada en tubo de acrilico.

Se limpidé la zona cloacal con gasa y posteriormente se estimularon los epididimos
ejerciendo leve presion con los dedos pulgares de la Ultima porcion del abdomen hacia la
zona cloacal y posteriormente los hemipenes de la cola hacia la cloaca (Fig. 11).

Figura 11. En la imagen “A” se muestra la zona cloacal donde se llevé a cabo el masaje y en la imagen “B” se
muestra la aplicacion del masaje estimulante.

Al obtener el eyaculado, se tuvo cuidado de no incluir uratos y almizcle para tener una
muestra limpia (Fig.12).
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Figura 12. En laimagen “A” se observa como se limpia la zona cloacal para evitar contaminar la muestra
de uratos y almizcle mostrados en la imagen “B”.

El eyaculado fue tomado usando una micropipeta con capacidad de 10 pl y se coloc6 en un
papel parafilm (Fig.13).

Figura 13. En laimagen “A” se observa la forma de recoleccién del eyaculado con una micropipeta y en la
imagen “B” la colocacion del eyaculado sobre papel parafilm.
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Evaluacién seminal

Para observar la presencia de espermatozoides y la movilidad inicial se tomé 1 pl del
eyaculado y se diluyé con 9 ul de solucion salina fisiolégica en un portaobjetos para su
observacién en un microscopio 6éptico segun el procedimiento descrito en el manual de la

OMS-2010 (Fig. 14).

Figura 14. Analizando movilidad espermaética segin el manual de la OMS-2010.

Una vez recolectado todo el liquido seminal, este se conté tomandolo del papel parafiim
con otra micropipeta calibrada a 5 pl para saber la cantidad exacta de pl que se obtuvo de
eyaculado y colocar el total de muestra por ejemplar en un tubo ependor con solucién salina
a modo de dilucién 1/20 y poder ser conservada (Fig.15).

Figura 15. Colocando liquido seminal en tubo ependor con solucién salina.

Morfologia espermatica:

Para determinar la morfologia espermatica del semen, se realiz6 un frotis sobre un
portaobjetos usando 10 ul de la dilucién previamente preparada y 10 pl de tincién eosina-
nigrosina, posteriormente se observo la laminilla al microscopio 6ptico, donde se contaron
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100 espermatozoides para determinar el porcentaje de anormalidades primarias y
secundarias (Fig. 16).

Figura 16. Frotis realizado en laminilla segin el manual de la OMS-2010 para observar morfologia espermatica.
Concentracién espermatica:

La muestra diluida con solucién salina (estéril al 0,9%, 308 mOs/L y un pH de 6), se puso a
temperatura ambiente para conservarlos en buen estado (Fig. 17), asi como para poder ser
trasladados al laboratorio de reproduccion de la FMVZ-UNAM vy revisar los datos de
concentracion espermatica haciendo un conteo.

Figura 17. Muestras diluidas y etiquetadas.

Primero el conteo se realizé usando la camara de Neubauer (Fig. 18), con base en lo
establecido en el manual de la OMS, posteriormente se realizé el ajuste a la dilucion final
multiplicado por el factor de dilucién 1/50.
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Figura 18. Camara de Neubauer. La letra “A” indica cada una de las subcamaras mientras que los cubreobjetos estan
marcados con la letra “B”.

El analisis estadistico aplicado fue una Anova de medidas repetidas para ver el efecto de
uno o mas factores, cuando al menos uno de ellos es intra-sujeto y todos los niveles del
factor se aplican a los mismos sujetos, ademas se usoé la prueba de Fisher ya que no
incrementa el error tipo B y mantiene constante el tipo a.

La prueba ANOVA de medidas repetidas fue contrastada con las siguientes
hipétesis:

p= 0.05 No hay diferencias significativas
p< 0.05 Hay diferencias significativas

Con ayuda del programa: Statistica ver.10 se realizaron las pruebas estadisticas.
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RESULTADOS y DISCUSION

Volumen de liquido seminal

En el cuadro 1, se muestran los valores obtenidos para volumen de liquido seminal a lo
largo de un afio, siendo marcado con color dorado el mes que se obtuvo un mayor resultado
y con azul el resultado mas escaso.

- 72.5 8 4.4 29 51
- 110 12.2 14 31 52
- 134 14.8 14.2 29 44
- 139.25 15.4 11.1 26 66
- 45 5 5.7 25 70
- 31 3.4 1.8 25 53
- 67.5 7.5 4.9 23 65
- 105 11.6 10.1 25 52

Cuadro 1: Liquido seminal obtenido a lo largo de un afio, se muestra temperatura en grados
centigrados (T°C) y Humedad Relativa en porcentaje (H.R. %).
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En el gréfico 1 se observa la desviacion estandar del promedio de la variable volumen del
liquido seminal de cada mes.

Volumen de liquido seminal ul

VOL. SEMINAL PROMEDIO

En el grafico 2 se muestra la correlacién existente entre: la temperatura, el volumen de
liquido seminal de cada organismo, la desviacion estandar y la sumatoria del eyaculado de
los 9 organismos tomados a lo largo del afio.

Correlacion del volumen de liquido seminal
(nl) alo largo de un ano

W Sumatoria de los 9 organismos (pl)
B Promedio de cada organismo (ul)
Desviacion estandar +
T°C
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Se integraron los meses del afio a sus respectivas estaciones para poder obtener los
estadisticos.

En la tabla 1 se observan los volumenes recolectados de cada ejemplar por época del afio
ademas del promedio en cada estacion con su respectiva desviacion estandar.

Tabla 1
“Volumen de liquido
seminal (pl)”

Organismo PRIMAVERA  VERANO OTONO INVIERNO
1 29 24 4.5 47
2 38 48.25 16.5 27.5
3 27 11.5 22,5 52.5
4 47 13 15 30
5 59.5 48 32 20
6 48 73.5 13 38
7 46 34.5 24 61
8 5 1 6 12
9 49.5 46.5 10 79

Promedio 38.77+16.2 33.36123  15.94+8.9 40.77+21.2

Al realizar la prueba de Anova se obtuvo el siguiente resultado, en donde cuando aparezcan
numeros en negro muestran que no hay correlacién entre las variables, mientras que los
numeros rojos nos dicen que si hay correlacion.

F p
VOL.LIQU 4.84 0.008

Dado que p= 0.008961 < 0.05 se concluye que hay diferencias significativas, por lo que se
procede a aplicar la prueba DMS de Fisher. Se observa que la estacion de Otofio posee un
volumen de liquido seminal significativamente menor que en las otras estaciones tal como
se observa.

Prueba de Fisher para produccién de semen en cada época del afio:

VOL.LIQU {1} {2} {3} {4}
1 PRIMAVERA 0.462637  0.004369  0.785201
2 VERANO 0.024501  0.316934
3 OTONO 0.002232
4 INVIERNO

Hay diferencias entre 1-3, 2-3, 3-4. Esto implica que el 3 (Otofio) es diferente a todos.
Por lo que desde el punto de vista biolégico se asume que los volimenes de liquido seminal
son constantes en todas las estaciones del afio con la excepcién del otofio donde los

24| Pagina



voliumenes de liquido seminal bajan drasticamente, suponemos que es debido a que en
otofio la serpiente usa su energia para sobrevivir y no busca reproducirse.

Concentracién espermatica

En el cuadro 2, se muestran los valores obtenidos para la concentracion espermética a lo
largo de un afio, siendo marcado con color dorado el mes que obtuvo un mayor resultado
y con azul el resultado mas escaso.

2105.7 233.9

265.6

- 1658 184.2 290.8 26 66
_ 96.6 10.7 19.5 28 66
- 410.4 45.6 76.9 25 70
_ 662 735 156 25 53
_ 1485.7 165 202.5 23 65
_ 1120 124.4 228.3 25 52
_ 1204 133.7 224.1 27 50
_ 1278.7 142 145.7 24 37

Cuadro 2: Concentracion espermatica obtenida a lo largo de un afio, se muestra T°Cy
H.R. %.
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En el grafico 3 se observa la desviacion estandar del promedio de la variable Concentracion
de cada mes.

Concentracion espermatica x10%/ml
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En el grafico 4 se muestra la correlacion existente entre: la temperatura, la concentracién
espermatica x10° de cada organismo, la desviacion estdndar y la sumatoria de la
concentracion espermatica x10° de los 9 organismos tomadas a lo largo del afio.

Correlacion de la concentracion espermatica
x10° a lo largo de un afio

W Sumatoria de los 9 organismos x106
B Promedio de cada organismo x106
Desviacidon estandar +
T°C
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En la tabla 2 se observa la concentracion espermatica de cada ejemplar por época del
afio ademas del promedio en cada estacidn con su respectiva desviacion estandar.

Tabla 2
“Concentracion
espermatica

x106”

Organismo  PRIMAVERA VERANO  OTONO INVIERNO

1 792.75 0 186.5 1000.75

2 791.8 103.8 51.2 661

3 609 44 389 104.5

4 0 44 0 1

5 825.5 59 106.2 146

6 679 396.95 634.7 667

7 477.5 468.9 550 329.5

8 32 0 0 43

9 549 892 640.5 650
Promedio 528.5+313.3 223.1+304.7 284.2+271.2 400.30%£354.6

Al realizar la prueba de Anova se obtuvo el siguiente resultado, en donde los nimeros en
negro muestran que no hay correlacion entre las variables, mientras que los nimeros rojos
nos dicen que si hay correlacion.

F p
CONCENTR 2.85819  0.058133

Dado que p=0.058133 = 0.05 se concluye que no hay diferencias significativas. Por lo que
desde el punto de vista biol6gico se asume que los niveles de concentracién esperméatica
se mantienen constantes a lo largo de todas las estaciones ya que la espermatogénesis no
se inhibe en ninglin momento y a pesar de que haya eyaculaciones los segmentos sexuales
casi siempre tendran espermatozoides almacenados. No hay necesidad de hacer una
prueba de Fisher.
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Movilidad

En el cuadro 3, se muestran los valores obtenidos de movilidad en % a lo largo de un afio,
siendo marcado con color dorado el mes que obtuvo un mayor resultado y con azul el
resultado mas escaso.

- 38 36.6 31 52
- 31 23.1 29 44
- 43 32.6 26 66
- 28 36.4 28 66
- 18 28.6 25 53
- 35 285 23 65
- 24 26 25 52
- 21 24.2 27 50
- 39 29.7 24 37

Cuadro 3: Movilidad espermatica obtenida a lo largo de un afio, se muestra T°Cy H.R. %
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En el gréfico 5 se observa la desviacion estandar del promedio de la variable Movilidad de
cada mes.

Porcentaje de Movilidad

promedio

MOVILIDAD PROMEDIO

En el grafico 6 se muestra la correlacion existente entre: la temperatura, las movilidades de
cada organismo, la desviacion estandar y la sumatoria de la movilidad de los 9 organismos
tomadas a lo largo del afio.

Correlacion del porcentaje de la Movilidad
espermatica a lo largo de un afio

B Promedio de cada organismo %/100% Desviacion estandar + T°C

29| Pagina



En la tabla 3 se observa la movilidad espermatica de cada ejemplar por época del afio
ademas del promedio en cada estacion con su respectiva desviacion estandar.

Tabla 3
Movilidad (%)
ORGANISMO PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO

1 60 23 16 46
2 60 46 6 10
3 30 10 31 16
4 0 10 0 16
5 38 31 20 40
6 71 53 30 36
7 45 56 47 36
8 0 0 25 6
9 68 75 44 43
Promedio 41+27.06 33.77+25.26 24.33+15.78 27.66%15.47

Al realizar la prueba de Anova se obtuvo el siguiente resultado, en donde los nimeros en
negro muestran que no hay correlacion entre las variables, mientras que los nimeros rojos
nos dicen que si hay correlacion.

F p
MOVILIDAD 2.29544 0.103374

Dado que p= 0.103374 = 0.05 se concluye que no hay diferencias significativas en la
movilidad espermatica a lo largo de todas las estaciones del afio. Por lo que desde el punto
de vista biolégico se asume que la movilidad espermatica es constante y los
espermatozoides podrian llevar a cabo una fecundacién 6ptima. No hay necesidad de hacer
una prueba de Fisher.

Morfologia espermatica

Los espermatozoides visualizados son normales cuando el flagelo no esta enrollado ni
cortado y el nicleo o también llamada cabeza espermatica no presenta hinchazén en la
parte distal (Fig. 22).
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Figura 22. Espermatozoide normal de Pituophis deppei deppei observado a 40 X en microscopio 6ptico.

Anormalidades primarias

Los espermatozoides con anormalidades primarias o también llamadas anormalidades de
tipo 1, se dan por un mal proceso de espermatogénesis y por ende seran espermatozoides

no viables para la reproduccion (Fig. 23), estos se caracterizan por poseer cabezas
hinchadas y flagelos dobles o cortos.

Figura 23. Espermatozoides con anormalidad de tipo 1, en la imagen “A” el espermatozoide tiene la cabeza hinchada
y flagelo doble en la parte terminal y en laimagen “B” el espermatozoide presenta hinchazén en la cabeza.
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En el cuadro 4, se muestran los valores obtenidos de anormalidades primarias, en cada
mes a lo largo de un afio, siendo marcado con color dorado el mes que obtuvo un mayor
resultado y con azul el resultado mas escaso.

9 1 13 31 52

5 5 1 29 44

8 .9 1.4 26 66

1.3 28 66
25 70
25 53
23 65
25 52
27 50
24 37

Cuadro 4: Anormalidades espermaticas de tipo 1 obtenidos a lo largo de un afio, se
muestra T°C y H.R. %.
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En el grafico 7 se observa la desviacion estandar del promedio de la variable Anormalidades
primarias de cada mes.

Anormalidades primarias

ANORMALIDADES PROMEDIO

En el grafico 8 se muestra la correlacién existente entre: la temperatura, las anormalidades
primarias de cada organismo, la desviacion estandar y la sumatoria de anormalidades
primarias de los 9 organismos tomadas a lo largo del afio.

Correlacion de las Anormalidades primarias a
lo largo de un aio

W Sumatoria de los 9 organismos
B Promedio de cada organismo
Desviacion estandar +
T°C
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En la tabla 4 se observan las anormalidades primarias de cada ejemplar por época del
afio ademas del promedio en cada estacidn con su respectiva desviacion estandar.

ORGANISMO PRIMAVERA

1 3
2 9
3 5.5
4 0
5 7
6 8
7 4.5
8 2
9 4.5
Promedio 4.83+2.9

Tabla 4
Anormalidades
primarias

VERANO

0
5.9

U O - =

7.5
0
2

2.48+2.8

OTONO  INVIERNO

4.5 0
0 0
2.5 0.5
0 0
0 0
3.5 0
9 1
0 1
5.5 3

2.77+3.1 0.61+0.9

Al realizar la prueba de Anova se obtuvo el siguiente resultado, en donde los nimeros en
negro muestran que no hay correlacion entre las variables, mientras que los nimeros rojos
nos dicen que si hay correlacion.

ANORM1

F

5.03390

p
0.007575

Dado que p= 0.007575 < 0.05 se concluye que hay diferencias significativas, por lo que se
procede a aplicar la prueba DMS de Fisher.

Se realiz6 el analisis y se obtuvo:

A WODN P

ANORM1
PRIMAVERA
VERANO
OTONO
INVIERNO

{1}

{2}
0.041685

{3} {4}
0.071361  0.000722
0.793156  0.097660

0.058258

Hay diferencias entre 1-2, 1-4. Se observa que la estaciéon primavera tiene diferencias
significativas respecto a verano tal como se observa en la prueba de Fisher. Por lo tanto,
en primavera hubo mayor cantidad de espermatozoides con anormalidades de tipo 1, ya
gue la concentracién espermatica en primavera fue la mas alta. Biol6gicamente se cree que
las anormalidades primarias dependen de la concentracion espermatica, ya que a mayor

concentracién espermatica,

mayor

posibilidad de

tener espermatozoides con
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anormalidades primarias y a su vez estas anormalidades podrian impedir una fecundacion
Optima.

Anormalidades secundarias

Mientras que las anormalidades secundarias 6 tipo 2, se dan por un cambio de temperatura
repentino y drastico, también se pueden dar al momento de tefiir la muestra o al
homogenizar con pipeteos rapidos (Fig.24) y se caracterizan por poseer una estructura muy
retorcida en el flagelo, lo cual le puede impedir tener una buena locomocion y tener pocas
posibilidades de fecundar un ovulo.

Figura 24. Espermatozoides de Pituophis deppei deppei observados a 40X en microscopio
dptico. Presentan anormalidad de tipo 2 donde se visualizan flagelos retorcidos.
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En el cuadro 5, se muestran los valores obtenidos de anormalidades secundarias. Se
contaron 100 espermatozoides por muestra y de este conteo se visualiz6 el nimero de
espermatozoides con anormalidades secundarias de cada uno de los 9 ofidios a lo largo
de un afio, siendo marcado con color dorado el mes que obtuvo un mayor resultado y con
azul el resultado mas escaso.

29 51
31 52
29 44
26 66
28 66
25 70
25 53
23 65
25 52
27 50
24 37

Cuadro 5: Anormalidades espermaticas de tipo 2 obtenidos a lo largo de un afio, se
muestra T°C y H.R. %.
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En el grafico 9 se observa la desviacion estandar del promedio de la variable Anormalidades
secundarias de cada mes.

Anormalidades secundarias

ANORMALIDADES PROMEDIO

En el grafico 10 se muestra la correlacion existente entre: la temperatura, las anormalidades
secundarias de cada organismo, la desviacion estandar y la sumatoria de anormalidades
de tipo 2 de los 9 organismos tomadas a lo largo del afio.

Correlacion de las Anormalidades secundarias
a lo largo de un aiio

W Sumatoria de los 9 organismos
B Promedio de cada organismo
Desviacion estandar +
T°C
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En la tabla 5 se observan anormalidades secundarias de cada ejemplar por época del
afio ademas del promedio en cada estacidn con su respectiva desviacion estandar.

Tabla 5
Anormalidades
secundarias

ORGANISMO PRIMAVERA VERANO OTONO  INVIERNO

1 22.5 0 23.5 41.25
2 56.5 71.1 15 47
3 13.5 3 78 34
4 0 4 0 0
5 30 5 27 11
6 18.5 36 45 41
7 15.5 65 92 28.5
8 8 0 0 18
9 22 55 60 72

Promedio 20.72 £15.9 26.56 £30.2  37.83+33 32.521+214

Al realizar la prueba de Anova se obtuvo el siguiente resultado, en donde los nimeros en
negro muestran que no hay correlacion entre las variables, mientras que los himeros rojos
nos dicen que si hay correlacion.

F p
ANORM.2 1.12905 0.357128

Dado que p=0.357128 = 0.05 se concluye que no hay diferencias significativas. Por lo que
desde el punto de vista biolégico se asume que las anormalidades de tipo 2 dependen de
la manipulacion que se le da a la muestra una vez que el ofidio eyacula. Estas
anormalidades al no generarlas el organismo no repercuten en la formacién del embrion y
su gestacion. Posteriormente se realiz6 un analisis de correlacion usando todas las
variables para determinar si hay una relacion entre ellas (T°C, volumen de liquido seminal,
movilidad, concentracién, anormalidades primarias y anormalidades secundarias).
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Tabla de correlacion

El resultado del analisis se muestra en la siguiente tabla:

T°C Vol.lig.sem. Movilidad Concentracion Anorm. 1 Anorm. 2
T°C 1,0000 ,0802 , 1140 ,0026 ,1624 -,2176
p= - p=,410 p=,240 p=,979 p=,093 p=,024
Vol.lig.sem. 1,0000 ,3434 ,2136 ,0528 ,2120
p= p=,000 p=,026 p=,587 p=,028
Movilidad 1,0000 ,4900 ,4604 ,5415
o= — p=,000 p=,000 p=,000
Concentracion 1,0000 ,2074 5752
o= — p=,031 p=,000
Anormalldades 1,0000 3931
tipo 1

_ p=,000

Anormalidades
tipo 2 1,0000
p: J—

En la tabla los numeros en negro muestran que no hay correlacidn entre las variables, mientras
gue los numeros rojos nos dicen que si hay correlacién.

En ella podemos observar que existe una relacion entre la T°C y las anormalidades
secundarias, la cual es inversa, a mayor temperatura, menor cantidad de anormalidades
secundarias. Por lo que hay evidencias que permiten suponer que los espermatozoides de
Pituophis deppei deppei necesitan temperaturas entre los 28°C y 31°C para no alterar su
fisonomia.

El Volumen de liquido seminal esta relacionado con: movilidad, anormalidades primarias y
anormalidades secundarias. Debido a que el volumen de liquido seminal producido durante
el invierno, se mantiene dentro del ofidio hasta ser expulsado al copular en la primavera,
durante este tiempo el eyaculado se mantuvo nutrido y en buenas condiciones por eso
suponemos que tiene una buena movilidad. Sin embargo el ofidio estuvo expuesto a bajas
temperaturas y la espermatogénesis no se llevé acabo correctamente, obteniendo
anormalidades primarias. Ademas la temperatura corporal del ofidio era distinta a la del
laboratorio donde se extrajo el eyaculado y suponemos que al tener un choque osmdético
se obtuvieron las anormalidades de tipo 2.

La concentracion esta relacionada con: volumen, movilidad, anormalidades primarias y
anormalidades secundarias. Esto debido a que Pituophis deppei deppei se reproduce en
primavera, la época donde tiene una mayor cantidad de espermatozoides almacenados que
produjo durante el invierno, al tener alta concentracion, se necesita de un buen abasto de
liguido seminal con suficientes nutrientes para mantener preparados a los
espermatozoides. Sin embargo el clima al que se expone la serpiente no es el adecuado y
suponemos por esto es que se dan las anormalidades.
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Al obtener estos resultados notamos que la alteracién de una variable depende de otras y
gue la correlacion de variables en aspectos espermatobioscopicos es altamente notable.

La hipétesis se acepta ya que primavera es una estacion favorable para la reproduccion de
Pituophis deppei deppei, sin embargo la estacion de Invierno también muestra estdndares
muy altos en donde el coito y la fecundacién suponemos serian viables de no ser porque
en esta temporada las serpientes prefieren almacenar su energia debido a la escases de
alimento.

En el cuadro 6 se observan los datos completos de todos los valores de cada variable
tomada a lo largo de este proyecto. Las columnas que marcan el apartado de “Total”
mencionan los datos recopilados de los 9 organismos muestreados en cada mes, mientras
que las columnas del apartado “Promedio”, dan el valor de cada uno de los 9 organismos
muestreados cada mes con su desviacion estandar.
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Volumen . .
] Concentracion Movilidad Anormalidades Anormalidades
seminal pl 6 L L .
x10 espermatlca primarias secundarias
ESTACION Mes Total Promedio IDS Total Promedio Total Promedio % IDS Total Promedio IDS Total Promedio IDS T°C H.R. %
IDS
Marzo 166.5 185+8.7 2105.7 ;22'2 * 14 162 84 9.3+92 28 54
PRIMAVERA
poril 725 8+4.4 365 41305 64 71%55 29 51
Mayo 110 12.2+14 96 10.6 +19.3 | 340 38+36.6 9 1+13 38 4254 31 52
bunio 134 148 £14.2 254 28.2+225 | 280 31+23.1 5 5+1 54 6+76 29 44
. -
VERANO putio 13925 | 154111 1658 ;gg'g * 385 43+326 8 9:14 26 66
Agosto 27 3+4.1 96.6 10.7+195 | 255 281364 9 113 38 42+54 28 66
Septiembre 45 5+5.7 4104 |456+76.9 | 150 23+29.4 7 7+17 76 8.4+11,1 25 70
oTORNO Octubre 31 3.4+1.8 662 735+ 156 | 160 18 +28.6 1 1+3 117 13+19.9 25 53
Noviembre 67.5 75+4.9 14857 | 165+202.5 | 315 35+285 17 1.8+2 23 65
Diciembre 105 11.6+10.1 1120 ggg'g * 220 24+ 26 1 1+3 114 127165 25 52
INVIERNO
Enero 82 911+76 1204 | 1337 190 21+24.2 1 1+3 72 8+11.3 27 50
+224.1
Febrero 1278.7 | 142+145.7 | 350 39+29.7 3 3+.6 106 11.8+11.1 24 37

Cuadro 6: Se observan los resultados de cada variable a lo largo de todo el afo. Los nimeros resaltados en dorado marcan los valores mas altos,
mientras que los niUmeros en azul representan a los valores mas bajos.
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Andlisis de resultados

En este estudio trabajamos con organismos vivos a diferencia de Tavares (2008) quien
trabaja con Boas “post-mortem”. Existen escasos estudios con el género Pituophis,
solamente Gribbins y Rheubert (2011), describen espermatozoides de las familias:
Colubridae, Elapidae, Boidae, Leptotyphlopidae, Typhlopidae y Anomalepididae.

En nuestro estudio observamos que la motilidad de los espermatozoides de Pituophis
deppei deppei es mas elevada en el mes de Marzo con un 67% y en Mayo se presenta la
mas baja movilidad con 9.6%. Esto suponemos que es debido a que después de la copula
el organismo se concentra mas en adquirir fuerza para su supervivencia que para llevar a
cabo una buena movilidad espermatica. M. Tourmente y colaboradores en el 2006, reportan
parametros de motilidad espermética para evaluar la calidad seminal de la Boa constrictora
de occidente diciendo que alrededor del 63% de las células se movian. A diferencia de M.
Tourmente y colaboradores, nosotros aportamos cual es el mes con mayor movilidad y el
mes con menor movilidad.

En este trabajo se obtuvo una concentracion espermatica media de 1166.5x10° y el aspecto
de los eyaculados de Pituophis deppei deppei era lechoso. Mendgen, et al., (1980)
estudiaron a la especie Elaphe guttata y obtuvieron como resultados que esta especie tiene
concentracion espermatica alta de: x = 852x10° + 585x10° espermatozoides / ml, ademas
aportaron que la eyaculacion con apariencia blanca tenia concentraciones de
espermatozoides significativamente mayores: %=1,859x10%+1,008x10°® espermatozoides
que los eyaculados de color canela con x = 601 x 10° + 439 x 10° células espermaticas /
ml. Es asi como sabemos que los eyaculados de Pituophis deppei deppei tienen una
concentracion espermatica mas baja que la especie Elaphe guttata y sus eyaculados
siempre fueron de color lechoso.

En nuestro trabajo las anormalidades de tipo 1 fueron muy escasas a lo largo de todo el
afio, lo cual nos indica que los ejemplares del Vivario estan en muy buenas condiciones y
aptos para reproduccion, aunque las anormalidades de tipo 2 fueron mayores, estas no
repercuten, ya que estas se dieron por un cambio de temperatura al momento de extraer el
eyaculado. Ademas agregamos en que mes del aflo hay mayor cantidad de anormalidades
de tipo 1 y 2. De las cuales, las anormalidades de tipo 2 se observaron en los flagelos
retorcidos incapaces de generar una buena movilidad. Mascorro et al., 2014, hicieron un
estudio con 4 géneros de serpientes (Boa, Crotalus, Morelia y Pituophis) reportando que la
respuesta al choque osmético se visualizé en el hinchamiento de la membrana plasmatica,
en la regién de la cabeza, pieza media y flagelo. Mendgen, et al., 1980 también obtuvieron
resultados de anormalidades espermaticas. En ambos estudios se describen las
anormalidades de los espermatozoides, sin embargo, nosotros también aportamos cuales
son los meses con mayor y menor indice de anormalidades e incluimos fotos demostrando
diferencias entre espermatozoides normales y con anormalidades primarias y secundarias.

Consideramos que para la especie Pituophis deppei deppei, estos resultados son muy
preliminares en este campo de estudio, sin embargo, podemos plantear que los datos
obtenidos en nuestro trabajo, denotan un gran avance, dada la escasez de informacién de
dicha serpiente en el conocimiento de su biologia reproductiva.
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Conclusion:

Se logré determinar que el volumen de liquido seminal fue mas abundante en Febrero y
mas escaso en Agosto. Pituophis deppei deppei almacena el liquido seminal en invierno
para copular en primavera, ademas al tener buena temperatura y basta cantidad de
alimento hasta la entrada del otofio, esta serpiente puede copular durante 6 meses
(primavera-verano). El dato de concentracion espermatica fue mayor en Abril y menor en
Mayo. Los primeros eyaculados después de la hibernaciéon contienen mayor cantidad de
espermatozoides. Se sabe que las Anormalidades Primarias se presentaron mas en Abril
ya que cuando estuvieron almacenados en rifién y testiculos el ofidio estaba propenso a
bajas temperaturas mientras que fueron escasas en Octubre, Diciembre y Enero por
escases de produccién espermatica. Ademas sabemos que las Anormalidades
Secundarias se vieron a la alza en Noviembre y Julio por un chogue osmaético al momento
de extraer el eyaculado y a la baja en Mayo ya que el cambio de temperatura no fue tan
drastico. Se logré evaluar caracteristicas del semen de Pituophis deppei deppei en
cautiverio durante un afio y estos datos podran ser usados para futuros proyectos que
tengan como obijetivo la reproduccién y conservacién de esta especie.
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