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Resumen

La Boa imperator es conservada como animal
de compaiia no convencional y muchos de
los ejemplares tienen su origen del trafico
ilegal, lo que pone en riesgo las poblaciones
de la especie en vida libre colocandola en
amenaza de extincion. La reproduccion asis-
tida en cautiverio, es utilizada en los programas
de conservacion de especies; sin embargo, para
implementarse se requiere conocimiento de las
caracteristicas reproductivas de cada especie. La
obtencidn y caracterizacion espermdtica permitird
realizar posteriores trabajos sobre el almacena-
miento en fresco y refrigerado.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la mor-
fometria espermdtica en Boa imperator. El semen
se colecto de 24 ejemplares durante noviembre del
2015 a enero del 2016. Los ejemplares se mantu-
vieron en cautiverio, el semen fue obtenido reali-
zando masaje crdaneo-caudal del tltimo tercio del
ejemplar. Se obtuvieron 25 eyaculados con volu-
men promedio de 3,62 ul, concentracion esper-
mitica promedio 1.22X10° espermatozoides/ml y
porcentaje de viabilidad del 91.04%. También se
realizé la morfometria espermdtica, determinando
longitudes promedio (n=1000) de 10.34£0.20 um
para la cabeza, 54.45+1.56 um para parte media,
34.58+1.47 um para cola con un largo total de
99.38+1.62. Con nuestros resultados se tienen las
bases para posteriores trabajos de reproduccion
asistida como conservacion in vitro de esperma-
tozoides y la inseminacion artificial en la especie
Boa imperator, lo cual ofreceria alternativas para
su conservacion y uso sustentable.

Palabras clave: Conservacién, espermato-
zoide, morfometria, reproduccion.

Abstract

The Boa imperator, is a highly popular
pet and many of them come from the ille-
gal traffic, which jeopardizes the popula-
tion in wildlife of these snakes and is even
considered an endangered species. Assisted
reproduction in captivity is used in conservation
programs but in order to use these techniques, is
required to know about the reproductive character-
istics of each species. Obtaining and characterizing
the sperm of these boas, allow further studies about
appropriate storage and artificial insemination in
different species. The main goal of this work was
performed semen collection, evaluation and mor-
phometric characterization seminal sperm of the
specie Boa imperator. Semen was collected from
24 individuals kept in captivity during November
2015 to January 2016; it was obtained by mas-
saging the last third of each individual, obtaining
25 samples of semen with an average volume of
3,62 ul, and an average spermatic concentration
of 1.22X10° sperm/ml and an average viability of
91.04%. The sperm morphometry data obtained
showed an average total length of 99.38+1.62, for
the head 10.34%0.20 um, 54.45+1.56 for the middle
part and, 34.58+1.47 um for the tail. Results, can
set the foundation for further studies in the field
of assisted reproduction and in vitro conservation
of sperms of Boa imperator, which can help in the
conservation of these specimens of the wildlife.

Key words: Conservation, sperm, boa, mor-
phometry, reproduction.
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Introduccion

México ocupa el segundo lugar en nimero
de especies de reptiles, contando con 864 de
las cuales 417 son lagartos, 393 serpientes, 48
tortugas, 3 cocodrilos y 3 anfisbénidos, que en
conjunto conforman el 8.7% de las especies de
reptiles del mundo (Flores & Garcia 2014). Esta
diversidad se ve amenazada por modificacio-
nes del ambiente, actividades agropecuarios y
la urbanizacién (Collins & Sturfer 2003; Garcia
2006; Gardner et al. 2007), combinados con la
falta de educacion ambiental referida a la con-
servaciéon ademas de que la depredacién de
especies con fines extractivos, causas que dete-
rioran las poblaciones de las especies animales
(Alvarez-Buylla 2008; SEMARNAT 2010).

La Boa imperator en México es una de las
mas traficadas, con exportaciones en el afio
2012 de 3.4 millones de serpientes con costo de
20 mil pesos por ejemplar (SEMARNAT 2012).
Lo anterior evidencia el impacto que puede
tener su reproduccion en cautiverio, logrando
evitar la extracciéon de ejemplares silvestres y
llevando a cabo un uso sustentable mediante
la reproduccién en cautiverio. Gran parte de
la conservacién de especies se lleva a cabo
en condiciones de cautiverio (Mengden et al.
1980; Alberts et al. 1998; Gibbons et al. 2000;
Tourmente et al. 2007) con técnicas de repro-
duccién asistida (Mengden et al. 1980; Platz et
al. 1980; Quinn et al. 1989; Langlada et al. 1994;
Fahrig et al. 2007; Mattson et al. 2007) como la
obtencién de semen, inseminacién artificial
y la congelacion de material genético para la
formaciéon de bancos de germoplasma (Wildt
1989). La reproducciéon en cautiverio princi-
palmente se lleva a cabo de manera natural, es
decir, se permite que los animales tengan un
cortejo y copula natural y la Ginica interacciéon
del hombre es la manipulaciéon de las condi-
ciones de mantenimiento de los ejemplares.
La seleccion de organismos que presentan un
valor biolégico, econémico o cientifico dio la
pauta a desarrollar programas de reproduc-
cion asistida en especies como, Crotalus duris-
sus terrificus (Zacariotti 2007) y la serpiente de
maiz Panterophis guttatus (Fahrig et al. 2007).
Sin embargo; el desconocimiento de la biolo-
gia reproductiva de la especie llega a ser uno

de los principales problemas (Ross & Marzec
1990), asi como la identificacién correcta de las
especies presentes (Card et al. 2016).

Ya que en muchas especies se desconoce
si los factores ambientales interfieren en la
reproduccién, asi como rituales de aparea-
miento y tipo de alimentacién, muchos de
estos factores son muy dificiles de llevar a
cabo en mantenimiento en cautiverio ya sea
por falta de infraestructura o carencia de orga-
nismos de una especie. Para poder llevar a
cabo estas metodologias es necesario realizar
estudios previos para implementar de manera
especifica los procedimientos de reproducciéon
asistida en cautiverio. Tomando en cuenta lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue reali-
zar la colecta de semen, evaluacién seminal y
caracterizacion morfométrica de los esperma-
tozoides de la especie Boa imperator.

Material y métodos

Ejemplares: Se incluyeron 25 ejemplares de
Boa imperator, adultos con edad de 2 a 5 afios,
con fertilidad probada, todos fueron criados
en cautiverio, alojados de manera individual
en contenedores de 1.20 m de largo por 1.0 m
de ancho y 70 cm de altura con base de sustrato
de papel en el contenedor y sobre ella sustrato
aspen, con area de resguardo y agua ad libi-
tum, con temperatura de 25 a 29 °C, humedad
de un 70% y fotoperiodo de 12 horas luz y 12
horas de obscuridad. La alimentacion fue con
base en ratas.

Recoleccion seminal: Se realiz6 de noviembre
de 2015 a marzo del 2016. Se utiliz6 la técnica
descrita por Mengden et al. (1980) y utilizada
por Zacariotti et al. (2007), mediante un manejo
cuidadoso de los ejemplares, sujetando su
cabeza y un masaje intenso craneo caudal en el
altimo tercio del ejemplar. Después de presen-
tarse la expulsion y ereccion del hemipene, el
semen presente se aspir6 con una micropipeta
graduada para determinar el volumen de cada
eyaculado. El volumen colectado se deposito
en 30pl del medio Tyrode que contiene: 8.18
g/1 NaCl, 0.24 g/1 KCI, 0.04 g/1 NaH2PO4 ,
2.18 g/1 NaHCO3, 0.08 g/1 MgCl2 6H20, 0.31
g/1CaCl2 2H20, 0.94 g/1 glucosa, 2.48 HEPES
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g/1, (Barati et al. 2011) para su manipulaciéon
in vitro y que también se ha utilizado en otro
tipo de ofidios como lo son algunas especies
de Crotalus sp (Mascorro et al. 2014). Se tom6
13pl de la muestra para contar en la caAmara de
Neubauer y determinar la densidad espermé-
tica en cada eyaculado.

Evaluacion espermdtica: De cada eyaculado,
se estim6 el porcentaje de espermatozoides
con movilidad progresiva, a 28 °C con obje-
tivo 40 X. En una preparacién sobre portaob-
jetos, tefiida con eosina-nigrosina, se observo
el porcentaje de espermatozoides vivos, tam-
bién se determiné el porcentaje de esperma-
tozoides con morfologia normal, contando
al menos 200 espermatozoides. En la misma
tincién, se realizo la medicién de las estructu-
ras espermaticas como fueron: longitud de la
cabeza, cuello y flagelo del espermatozoide y
se analiz6 con un Microscopio Olimpus BX51
con software Image-Pro 6.2, (100X).

Andlisis estadistico: Se estimé el coeficiente
de correlacién entre las caracteristicas fisicas
de los ejemplares y sus parametros seminales.
También, se realiz6 la descripcion estadistica
de los parametros determinados, presentando
los resultados como promedio (X) * error
estandar (EE).

Resultados

Después de un periodo de un mes de adap-
tacion a las condiciones de manipulacion, se
logré la obtencion de al menos un eyaculado
de cada ejemplar, logrando obtener en total 25
eyaculados. Los eyaculados lograron ser obte-
nidos después de al menos haber realizado
manejo de ejemplares dos semanas previas a
la colecta. Se encontré un amplio rango en las
caracteristicas fiscas de los ejemplares (Tabla I),
sin embargo; no se encontré que estos parame-
tros estuvieran correlacionados con sus carac-
teristicas seminales como volumen eyaculado/
concentraciéon espermatica (R=0.27), talla/
concentraciéon (R=0.20), peso/concentracion
(R=0.19), peso/volumen (R=-0.04), talla/volu-
men (R=-0.08), respectivamente. Los parame-
tros espermaticos determinados se describen
en la Tabla II. Los parametros morfométricos
determinados se presentan en la Tabla III, des-
tacando una gran amplitud en el rango de lon-
gitud de cada segmento, aunque este es menor
al considerar la longitud total (Figura 1).

Discusion
Es posible la obtencion de eyaculados de

ejemplares en cautiverio de Boa imperator, por
medio de una técnica de masaje que es poco

Tabla I. Caracteristicas de los especimenes
de Boa imperator (n=25) evaluados.

Longitud (cm) Peso (grs) Edad (meses)
X * EE X * EE X* EE
(Rango) (Rango) (Rango)
214.5+£16.20 3790 =430 4912 £3.84
(85-364) (600-710) (24-60)

Tabla II. Pardmetros seminales obtenidos en los ejemplares de estudio, de Boa impe-

rator (n=25).

Volumen X106 sperm/ul Vivos Muertos Movilidad Morfologia Morfologia
eyaculado (ul) (%) (%) (%) normal anormal
(%) (%)

X+ EE Xt EE X+ EE Xt EE X+ EE X+ EE Xt EE
(Rango) (Rango) (Rango) (Rango) (Rango) (Rango) (Rango)
35+03 1224+6.2 91.0+1.2 89+1.2 80+0.2 98.2+0.2 1.8+0.3
(2-5mul) (74 - 189) (77-99) (1-23) (70-90) (1.38-100) (0-5)
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Tabla III. Indicadores de la morfometria
espermética de Boa imperator (n=1000).

Longitud total Cabeza Parte media Flagelo
(um) (um) (um) (um)
Xt EE Xt EE Xt EE Xt EE
(Rango) (Rango) (Rango) (Rango)
994+1.6 103+0.2 545+1.6 346+15
(94.1-99.4) (7.5-11.2) (40.2-71.1) (22.3-52.5)

CA
: 13.60396 m

Figura 1. Morfometria espermatica de Boa imperator,
espermatozoides tefiidos con técnica Mitotracker.
Muestra las imagenes obtenidas con Microscopio
Olympus, y Software Image Pro 6.2. (100X). CA=
cabeza, PM= parte media y FL= flagelo.

invasiva bajo las condiciones ambientales
proporcionadas, sin necesidad de realizar un
manejo invasivo de los organismos como el
bloqueo de la papila genital con la utilizacién
de anestésicos locales como es propuesto por
Zacariotti et al. (2007). En el caso de especies
constrictoras como en este caso lo es la Boa
imperator, el masaje debe de ir acompanado
de una mayor presién tratando de simular
las contracciones que llevan a cabo los ejem-
plares uno sobre otro durante el proceso de
apareamiento.

La utilizaciéon de tubos de manejo mejora
considerablemente la manipulacién de los
ejemplares ya que al ser organismos cons-
trictores su gran fuerza dificulta la sujecion.
Por lo que la utilizaciéon de los tubos como
medios de contencién ayuda a que los ejem-
plares no traten de escapar y delimita la zona
a manipular.

El volumen obtenido de los eyacula-
dos obtenidos, fue similar al reportado por

Mattson et al. (2007) con la especie Elaphe
guttata obteniendo 2 a 5 pl, Zacariotti (2008)
con serpientes Crotalus sp obteniendo de 0.5
- 13 pl, Fahrig et al. (2007) con Panterophis
quttatus obteniendo 0.1 pl. Solo se observa
una diferencia en volumen con los voltime-
nes obtenidos por Zacariotti et al. (2007) con
Crotalus durissus terrificus con 18.52 pl. Sin
embargo, en su estudio, los ejemplares fueron
parcialmente anestesiados con bloqueos loca-
les y relajacion de la papila genital, por lo
cual es posible explicar un mayor volumen de
eyaculado.

Para obtener un eyaculado no es necesaria
la exposiciéon de hemipenes, en nuestro estu-
dio en solo dos ejemplares hubo exposicién de
los mismos. Es facil establecer el momento del
eyaculado ya que todos los machos presenta-
ron contracciones en cloaca segundos antes
de la eyaculacion. El semen es facilmente
distinguible gracias a su viscosidad y colora-
cién lechosa y homogénea a diferencia de los
uratos que pueden confundirse ya que suelen
salir un poco de ellos al momento del masaje,
siendo estos uratos mas liquidos y si bien son
de coloracion blanquecina es bastante percep-
tible una textura granulada.

La concentracién espermatica determinada
en este estudio para Boa imperator, fue de 0.74
a 1.8 espermatozoides/ml X10° para Boa impe-
rator mientras que se reporta para Panterophis
quttatus de 3.4 a 18 espermatozoides/ml x10°
(Mattson et al. 2007), para Nerodia sipeton es
de 3.34 espermatozoides/mlX10° (Schultte-
hostedde 2005), en Crotalus durissus se repor-
tan concentraciones de 1.38 espermatozoides/
mlX10° (Zacariotti et al. 2007).

Con respecto a los pardmetros de movili-
dad espermdtica que fueron determinados,
estos son de un promedio de 80% con unrango
de 70%-90%. En comparacion con Panterophis
guttatus en los cuales se ha reportado 95%
-88.9% (Mattson et al. 2007), en Crotalus duris-
sus se reporta una movilidad espermatica de
63.88 en media con un rango de 5%-90%.

La medida de las estructuras cabeza 10.34
pm, parte media 54.45 pm, cola 34.58 pm,
largo total 99.38 um, son bastantes parecidas
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a las reportadas por Tourmente et al. (2011).
En comparaciéon con Boa constrictor occiden-
talis, que es una especie de boa del sur del
continente americano con medidas de cabeza
12.48um, parte media 40.5 pm, cola 44.01 um
y largo total de 90- 100 um. Schultte-hostedde
(2005) solo reporta el largo total del esperma-
tozoide de la especie Nerodia sipeton siendo
este de 112 pm mas no reporta la talla de cada
una de las estructuras sin embargo se habla de
un espermatozoide un poco mas largo.

Conclusion

Es posible obtener semen de ejemplares de la
especie Boa imperator mediante la realizacion
de un masaje craneo caudal en el tercer tercio
del cuerpo del animal.

La eyaculacion va acompanada de contrac-
ciones facilmente apreciables y la expulsién es
llevada a cabo por medio de la papila genital.
No siendo necesaria la exposiciéon de los hemi-
penes para poder llevar a cabo la eyaculacion.

El volumen eyaculado es escaso, sin
embargo; es posible recolectarlo con micro
pipetas graduadas, que permiten determinar
su volumen.

Los espermatozoides presentan una estruc-
tura filiforme, con presencia de perforatum
similar a los espermatozoides de aves.

Destaca de manera evidente la longitud
de la parte media del espermatozoide que es
aproximadamente el 50% del total de su longi-
tud, que es mucho mayor en comparacién con
otras especies de aves y mamiferos.
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