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Abstract

Rattlesnakes are in danger of extinction, so for preservation and fabotherapics manufacturer, captivity
specimens are important. In zoos collections some species, male and female are aloof. Used as conservation
semen methods dilution and freezing. Was used an no invasive method for ejaculate, males of C. atrox, C.
basiliscus, C. culminatus, C. molossus nigrescens, C molosus oaxacus, C. ravus C., and C. C.simus scutulatus.
They are captive in Reptilium herpetarium in controlled environment. Scale to 0 to 5 was used to evaluate gross
ejaculate motility. The ejaculated was incubate to 28°C, cloacal temperature of this animals. Gross ejaculate
motility was evaluated every 30 minutes. Modified diluent Tyrode maintains gross ejaculate motvility in 2 for 6
hours, in all genera. Tyrode diluent maintains gross ejaculate motility in 1 by 90 minutes, in all genera.
Acromax was unable maintains any kind of motility. In C molossus nigrescens, Magapor diluent maintain gross
ejaculate motility in one for 90 minutes. In C atrox MR-A diluent maintain gross ejaculate motility in 1 for 3
hours. In C atrox Brackett diluent, maintain gross ejaculate motility in 2 for 90 minutes. Freezing was not
possible because stop moving sperm with egg yolk. Rattlesnakes are able to ejaculate without everting
hemipenes, after being stimulated manually. It is possible to transport the semen of these animals until to six
hours in modified Tyrode.

Resumen

Las serpientes de cascabel estan en peligro de extincion, por lo que para su preservacion y la fabricacion de
faboterapicos los especimenes en cautiverio son importantes. En las colecciones de los zooldgicos algunas
especies tienen a las hembras y machos muy lejos uno de otro. El objetivo del trabajo fue emplear la dilucion y
la congelacion como métodos de conservacion del semen. Se empled un método no invasivo para eyacular a los
machos de C. atrox, C. basiliscus, C. culminatus, C molossus nigrescens, C molosus oaxacus, C ravus y C.
simus. Los ejemplares se encuentran en el herpetario Reptilium en un ambiente controlado. Se empled una
escala de 0 a 5 para evaluar la movilidad masal del eyaculado. Los eyaculados fueron incubados a 28°C, que es
la temperatura cloacal de los ejemplares en este lugar. La movilidad masal fue evaluada cada 30 minutos. El
diluyente Tyrode modificado mantuvo la movilidad masal de dos a seis horas, en todos los géneros. El diluyente
Tyrode mantuvo la movilidad masal de los eyaculados de uno a 90 minutos, en todos los géneros. Aceromas fue
incapaz de mantenr algin tipo de movilidad. En C molossus nigrescens, el diluyente Magapor mantuvo la
movilidad masal en eyaculado de uno a 90 minutos. En C. atrox, el diluyente MR-A mantiene la movilidad
masal de una a 3 horas. En C. atrox, el diluyente Brackett mantiene la movilidad masal del eyaculado de 2 a 90
minutos. La congelacion no fue posible porque la yema de huevo detiene el movimiento de los espermatozoides.
Las serpientes de cascabel son capaces de eyacular después de ser estimuladas manualmente sin evertir los
hemipenes. Es posible transportar el semen de estos animales hasta por seis horas con diluyente Tyrode
modificado.

Introduccion

Las serpientes de cascabel, se han utilizado en México como recurso zoogenético desde la época prehispanica
en la que fueron empleadas como objeto de culto y medicina tradicional. Actualmente se emplea la piel por la
ornamentacion que presenta, en la medicina tradicional se emplean todas las partes del animal para tratar un
gran nimero de padecimientos (Mata & Zolla, 1994). En las interacciones con el hombre el ejemplar termina
muerto la mayoria de las veces por el temor a su veneno, se capturan y mantienen en cautividad para producir
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faboterapicos y el auge de su empleo como mascotas, ha llevado a este género a las listas de especie prioritaria.
Actualmente los zoologicos resguardan los organismos de estos ejemplares que son decomisados del comercio
ilicito por la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente, lo que ha propiciado que hembras y machos de la
misma especie y subespecie, queden muy alejados. El objetivo del presente trabajo fue emplear la dilucion y
congelacion, como métodos de conservacion del semen, para transportar el germoplasma hasta el lugar en el que
se encuentre la hembra.

Material y métodos

El trabajo se realizo en el herpetario Reptilium, ubicado en el zooldgico de Zacango en el Estado de México.
Los ejemplares se encuentran alojados en un ambiente controlado a 25°C. Se emplearon machos de las especies:
C. atrox, C. basiliscus, C. culminatus, C molossus nigrescens, C molosus oaxacus, C. ravus, C.simus y C.
scutulatus. Un macho de cada especie se manejo permitiéndole introducir el tercio anterior de su cuerpo en un
tubo plastico transparente, se sujetod el ejemplar de la union del tubo con su cuerpo, para evitar que siguiera
desplazandose y se aplico un masaje abdominal en direccion craneo caudal, se lavo la cloaca con ayuda de una
pipeta Pasteur de plastico y el diluyente correspondiente a 28°C, se seco la zona y se procedio a levantar por
impronta en portaobjetos atemperados los eyaculados, de inmediato se observo al microscopio con el aumento
10X, para evaluar la movilidad masal (Bravo et al., 2011). Se levant6 el eyaculado con ayuda de 10ul, del
diluyente atemperado y se depositd en un tubo eppendorf. Se incubo en bafio seco a 28°C, que es la temperatura
de la cloaca de los ejemplares, usando los diluyentes comerciales: Acromax®, Magapor®, MR-A®, Tyrode®,
Tyrode modificado compuesto de Tyrode comercial mas albiumina bovina Smg/ml (Duchi et al., 2009),, se
elaboré medio Brackett (Brackett & Oliphant, 1975). Cada 30 minutos se evalu6 la movilidad masal (Bravo, et
al., 2011). Para congelar se emple¢ el diluyente Tris-yema de huevo (Maedina, et al., 2007).

Resultados

Es posible obtener semen de machos del género Crotalus con una técnica no invasiva. No todos los ejemplares
que se estimulan por esta técnica eyaculan. Todos los ejemplares, después del lavado, de los sacos de los
hemipenes expulsan tapones blancos, que se forman cuando el ejemplar a pesar de estar aislado, eyacula y el
semen se queda en los sacos de los hemipenes. Los ejemplares que después de expulsar los tapones, no
eyacularon no fueron incluidos en el estudio (uno por ciento). El eyaculado de estos ejemplares es demasiado
viscoso por lo que la colecta se realizé por impronta, para su conservacion y manejo se debe diluir lo mas rapido
posible, de lo contrario se seca en el portaobjetos. Los machos emiten el semen de manera intermitente, sin
necesidad de evertir los hemipenes, pero siempre después de haber sido estimulados manualmente y de haberse
realizado el lavado de los sacos de los hemipenes.

Tabla I. Movilidad masal, en escala de 0 a 5, en la parte superior se indica el diluyente y el tiempo en horas.
El niimero de la izquierda corresponde a la inicial y el de la derecha a la final (Gross motility, scale 0 at 5,
the top of the diluent and the time in hours. Left number correspond intial motility and righ to final motility)

Especie de T}frode Tyrode® Magapor® MRA® Brackett

Crotalus m"dlgfado' 3h 1.5h 3h 1.5h
atrox 5-2 4-1 5-0 5-1 5-2
basiliscus 5-2 5-1 4-0 4-0 4-0
culminatus 4-2 4-1 4-0 5-0 5-0
m. nigrescens 5-2 5-1 5-1 5-0 5-1
m. oaxacus 4-2 4-1 4-0 4-0 4-0
ravus 4-2 5-1 4-0 4-0 5-0
simus 4-2 5-1 4-0 4-0 5-0
scutulatus 5-2 4-1 4-0 4-0 5-0
m. molossus

De los ejemplares C. ravus y C scutulatus, fue necesario realizar tres muestreos, para poder evaluar el efecto con
los seis diluyentes, empleandose por cada sesion dos diluyentes. No se observo ninguna relacion con el tiempo
de descanso de los ejemplares, ni con la especie a la que pertenecen. En el diluyente Tyrode modificado se
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mantuvo la movilidad espermatica hasta dos en una escala de cero a cinco, después de seis horas, en las ocho
especies de Crotalus, el diluyente Tyrode conservd la movilidad en uno hasta por tres horas en todas las
muestras de los ejemplares. El diluyente Acromax® no mantuvo la movilidad en ninguna de ellas, a los treinta
minutos no se observaron espermatozoides en movimiento. Con Magapor®, en C molossus nigrescens se
conservo la movilidad de uno a los noventa minutos. El MR-A® mantuvo por tres horas la movilidad hasta uno
solo para la especie C. atrox. El medio Brackett mantuvo su mejor movilidad en dos por noventa minutos en C.
atrox (tabla I). Al emplear el diluyente Tris-yema de huevo para congelar, se observé que al momento de
agregarlo a los espermatozoides, estos dejaban de moverse de inmediato, por lo que no se pudo realizar el
protocolo de congelacidon en ninguna de las muestras.

Conclusiones

Es posible hacer eyacular a serpientes del género Crotalus, con un método no invasivo. Los ejemplares emiten
el semen por goteo, so6lo después de haber sido estimulados y sin evertir los hemipenes, el semen es muy
viscoso y debe colectarse con improntas. Es posible transportar semen de estos animales hasta por seis horas en
medio Tyrode modificado, con suficiente movilidad para inseminar hembras.
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