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RESUMEN

Conocer el ciclo reproductor de las especies y los factores que lo regulan, son aspectos
que nos permiten saber y comprender como el medio externo (factores bioticos y
abioticos) afecta a los organismos, reflejandose por ejemplo en su grado de aclimatacién
y adaptacion. La lagartija Sceloporus variabilis presenta un ciclo reproductor estacional,
el cual es completamente atipico, debido a que, el estudio mas reciente registro
Unicamente dos de las cuatro fases (recrudescencia y méaxima actividad) propias de un
ciclo espermatogénico estacional, donde se argumentd que las fases restantes (regresion
y quiescencia) podrian ocurrir en un periodo muy breve. Ademas, parece ser que la
actividad reproductora no esta influenciada por los factores ambientales. El objetivo de
este trabajo fue evaluar a intervalos mas cortos (semanalmente) si existian las otras dos
fases no registradas en el ciclo espermatogénico de S. variabilis. Adicionalmente, se
estimd la edad de los machos adultos para determinar si esta influye sobre el ciclo
reproductor. Los resultados sobre reproduccion (n=18) mostraron un ciclo
espermatogénico conformado por tres fases: recrudescencia, maxima actividad y
regresion. En cuanto a la edad (n=54), se tuvieron individuos adultos sin cumplir un afio
(alcanzaron la madurez en la misma temporada que eclosionaron), con edades de uno,
dosyy tres afios y se obtuvo una edad promedio de 1.6 afios para los machos de esta especie.
A partir de los datos sobre edad (promedio y y maxima) y el nimero de individuos
agrupados en las diferentes edades, se infiri6 una alta tasa de mortalidad y un ciclo de
vida corto en esta especie, aspectos que parecen influenciar la duracién del ciclo
reproductor de S. variabilis.

Se concluyd que el ciclo espermatogénico de S. variabilis esta integrado por las fases de
recrudescencia, maxima actividad testicular y regresion. También, una longevidad de tres
afios para los machos de esta especie y que no existe relacion alguna entre el tamafio

corporal y la edad.



INTRODUCCION

La reproduccion, es una de las caracteristicas mas importantes que permite la continuidad
de las especies. Histéricamente, los ciclos reproductores de los reptiles han sido evaluados
de manera mensual (Lance, 1989; Cree et al., 1992; Gribbins et al., 2008; Méndez-de la
Cruz et al., 2013; Granados-Gonzalez et al., 2015), muestreo que parece ser adecuado ya
que, en el caso de los machos, no se han registrado cambios en la actividad gametogé nica
tan rapidos; es decir, la transicion de una fase espermatogénica a otra toma como minimo
un mes (Goldberg y Parker, 1975; Rheubert etal., 2009; Hernandez-Gallegos et al., 2014).
Sin embargo, un estudio reciente en la lagartija Sceloporus variabilis, describié un ciclo
reproductor completamente atipico, en el que existe la posibilidad de que cambios en la
actividad espermatogénica ocurran en un tiempo menor a un mes (Granados-Gonzalez et
al., 2017). Este hecho, plantea la opcién de realizar estudios con muestreos a intervalos
de tiempo méas cortos, en aquellas especies que presenten “anormalidades™ en su proceso
gametogénico.

El ciclo reproductor es un proceso fisiolégico que al igual que otros, suele ser
afectado con el incremento de edad, dicho de otra forma, hay un declive en el proceso
reproductor provocado por la senescencia (Lemaitre y Gaillard, 2017). Sin embargo, en
reptiles es un tema que adn genera controversia (Patnaik, 1994; Congdon et al., 2003).
Pese aello, conocer la edad de los organismos también nos aporta otro tipo de datos como
la longevidad, lo cual se puede traducir en saber si las especies tienen un ciclo de vida
corto o largo (Castanet, 1994; Arakelyan, 2002; Rodriguez-Romero et al., 2011). Esto a
su vez, nos ayuda a comprender ciertas caracteristicas y procesos en los organismos, como
la edad a la madurez, la tasa de crecimiento, la fecundidad vy el ciclo reproductor. Por
ejemplo en los reptiles, las especies con un ciclo de vida corto tienden a madurar y

comenzar la gametogénesis en etapas mas tempranas, asi como presentar periodos de



actividad reproductora muy prolongados (Tinkle, 1969; Tinkle et al., 1970; Ballinger y
Congdon, 1981).

Por ello, a pesar de que la temperatura, el fotoperiodo y la precipitacion pluvial, son
importantes en la regulacién de los ciclos reproductores (Licht, 1984; VVan Dyke, 2015),
la edad, la longevidad y el ciclo de vida (corto o largo) son caracteristicas que podrian
aportar informacion adicional o reforzar el entendimiento acerca de los ciclos

reproductores y su duracion.



ANTECEDENTES

Aparato reproductor en Squamata

El aparato reproductor de los machos esta compuesto por un par de gbénadas, los
conductos eferentes, el epididimo, los conductos deferentes y el sistema sexual renal
(Withers y O’shea, 1993; Rheubert etal., 2015). Las gonadas estan cubiertas por una capa
de tejido conectivo con fibras colagenas llamada tdnica albuginea. Esta capa penetra
dentro de las gonadas mediante ramificaciones formando tejido intersticial (Sanz-
Ochotorena et al., 2013; Rheubert et al., 2015). Ademés, se ha registrado una intensa
pigmentacién en la tinica albuginea, que puede ser unilateral o en ambas génadas, no
obstante, la informacion sobre este tema es escasa para reptiles y se cree que sirve como
proteccion ante la radiacion UV o en la fisiologia térmica de los testiculos (Crisp, 1964;
Neaves, 1976; Guillette et al., 1983; Sanz-Ochotorena et al., 2013), de forma similar que
en otros grupos de vertebrados (Zieri et al., 2007; Mehlis et al., 2012; Delmore et al.,
2018). Internamente, las gbnadas estan conformadas por células de Leydig y los tubulos
seminiferos, estos Ultimos contienen en su interior a las células de la linea germinal
(espermatogonia, espermatocito primario y secundario y espermatida) y células de Sertoli
(Gribbins, 2011; Antonio-Rubio etal., 2015).

Los conductos eferentes sirven como un conducto de paso para los
espermatozoides, siendo dirigidos de los tdbulos seminiferos hacia el epididimo (Gribbins
y Rheubert, 2015). También, se ha observado la presencia de espermatozoides
almacenados en esta region y de espermiofagia (Akbarsha etal., 2007; Sever et al., 2012).

En el epididimo se da el proceso de maduracion, donde los espermatozoides
adquieren la movilidad, ya que durante su almacenamiento en los tibulos seminiferos son
inmoviles (Depeiges y Dacheux, 1985). Los conductos deferentes transportan a los
espermatozoides hacia la cloaca, a través de un sistema conductos deferentes-uréter

(Withers y O’shea, 1993; Rheubert et al., 2015). Asimismo, dentro de los conductos
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deferentes se mezclan sustancias secretadas por el segmento sexual renal, que ayudan a
mantener a los espermatozoides antes de la eyaculacién (Norris y Carr, 2013).

El segmento sexual renal tiene su origen en las nefronas y es una estructura
exclusiva de machos adultos (Sanyal y Prasad, 1966; Rheubert et al., 2011; Sever et al.,
2012). Algunas de sus funciones son la secrecion de sustancias, ricas en fosfolipidos y
proteinas, que funcionan como un medio nutriente para los espermatozoides (Bishop,
1959; Prasad y Reddy, 1972; Sever et al., 2012) y la formacion de un tapon copulatorio
(Devine, 1975). Se cree que esta estructura es homologa a las vesiculas seminales en
mamiferos (Prasad y Reddy, 1972).

Actividad reproductora en reptiles

Los reptiles presentan una gran variedad de patrones reproductores, que, en el caso de los
machos, van desde diferencias en la duracion del ciclo reproductor (Huang, 1997; Lozano
etal., 2015), la época (primavera y/o verano, época de lluvias y/o sequia) en que se lleva
a cabo (Vitt y Goldberg, 1983; Ramirez-Pinilla, 1991; Ferreira et al., 2002; Goldberg,
2008) o si la actividad es continua o estacional (Méndez-de la Cruz et al., 2015).

La actividad reproductora continua, es aquélla donde la produccién de
espermatozoides es constante durante todo el afio y aunque suele ser asociada a especies
tropicales (Sherbrooke, 1975; Vial y Stewart, 1985; Van Sluys, 1993), se ha registrado
en especies de clima templado (Hernandez-Gallegos et al., 2002; Lozano et al., 2015).
En contraste, la actividad reproductora estacional es aquélla donde los machos llevan a
cabo la gametogénesis en periodos especificos del afio, generalmente en primavera o
verano/otofio, y esta tipicamente asociada a especies de clima templado (Abu-Zinadah,
2008; Goldberg, 2011; Rheubert et al., 2014). De igual modo, la actividad reproductora
estacional también ha sido registrada en especies tropicales (Ochotorena et al., 2005;

Granados-Gonzélez et al., 2017).
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Espermatogénesis

Una vez que los reptiles machos alcanzan la madurez sexual, suelen entrar a un periodo
de actividad testicular denominado espermatogénesis, cuyo objetivo es la produccion de
espermatozoides (Gribbins, 2011). La espermatogénesis se divide en 3 fases sucesivas:
recrudescencia, maxima actividad testicular y regresion (Al-Anri et al., 2013; Méndez-
de la Cruz et al., 2013; Hernandez-Gallegos et al., 2014).

La recrudescencia esta definida por una proliferacion de las espermatogonias y
consecuentes divisiones meidticas que dan como resultado la presencia de espermatocitos
primarios, secundarios Yy espermatidas en una etapa temprana. Esto a su vez, se refleja en
un incremento en el tamafio testicular (Licht, 1984; Al-Amri et al., 2013).

La méxima actividad testicular se caracteriza por la presencia de
espermatogonias, aunque en una cantidad menor, espermatocitos primarios y secundarios,
principalmente espermatidas en diferenciacion (espermiogenesis) Yy espermatozoides.
Estos Gltimos pueden estar o no liberados en el lumen de los tdbulos seminiferos, a través
del proceso de espermiacion. Al mismo tiempo, se observan espermatozoides
almacenados en los conductos del epididimo. Esta fase se caracteriza macroscopicame nte
por las génadas alcanzando su volumen maximo Yy un epididimo altamente contorneado
(Licht, 1984; Gribbins, 2011; Méndez-de la Cruz et al., 2013).

Durante la fase de regresion, no hay proliferacion de nuevas células germinales,
reflejandose en un epitelio germinal reducido y menor tamafio de los tbulos seminiferos,
asi como una reduccion en la cantidad de espermatozoides presentes en el lumen tubular
y en los conductos del epididimo. En esta fase, las gonadas se caracterizan por presentar
un menor volumen comparado al que suelen presentar durante la maxima actividad
testicular (Herndndez-Gallegos et al., 2014; Lozano et al., 2015).

Posterior al proceso de espermatogénesis, las gonadas suelen entrar a un periodo

de inactividad conocido como quiescencia. En esta fase, la actividad gonadal se ralentiza
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0 cesa por completo y Unicamente espermatogonias se encuentran presentes dentro de los
tibulos seminiferos. Ademas, las gonadas suelen presentar un volumen disminuido
(Gribbins, 2011; Villagran-Santa Cruz et al., 2009; Méndez-de la Cruz et al., 2013).

Aunado al ciclo espermatogénico, se debe considerar la presencia de las células
de Leydig y de Sertoli. Si bien, estas células no son parte de la linea germinal, estan
altamente involucradas en el proceso de espermatogénesis. En el caso de las células de
Leydig, participan en la sintesis de andrdgenos, como la testosterona, que son requeridos
para completar la espermatogénesis Yy la espermiogénesis (Tsui, 1976; Withers y O’shea,
1993; Gribbins y Rheubert, 2015). Por su parte, las células de Sertoli tienen un papel en
la nutricion de las células de la linea germinal durante su desarrollo (Withers y O’shea,
1993; Gribbins y Rheubert, 2015). Por ejemplo, en el gecko Hemidactylus flaviviridis se
observo que las células de Sertoli producen lactato, el cual es utilizado por las células
germinales como sustrato de energia (Khan y Rai, 2004). También, este tipo celular
sintetiza y almacena lipidos (Lofts, 1969; Gribbins y Rheubert, 2015).
Regulacién de la actividad reproductora de reptiles
Factores abidticos
Debido a su naturaleza ectotérmica, la reproduccion en los reptiles es altamente
influenciada por las caracteristicas ambientales de su entorno (Licht, 1972; Lofts, 1977;
Licht, 1984). Se ha identificado a la temperatura como el principal regulador de la
actividad reproductora (Licht, 1972; Marion, 1982). Por ejemplo, el incremento en la
temperatura promueve la reactivacion testicular y el inicio de la maxima actividad en
Anolis carolinensis (Licht, 1971). Mientras en Sceloporus undulatus, las altas
temperaturas aceleran el comienzo de la regresion testicular (Marion, 1982).

A diferencia de la temperatura, que suele ser un factor determinante, el
fotoperiodo puede estar o no involucrado en la regulacién de los ciclos reproductores.

Este es el caso de Lacerta sicula y Lacerta muralis, donde el fotoperiodo no tiene
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influencia sobre el ciclo testicular (Licht et al., 1969). Por el contrario, el fotoperiodo
estimula el proceso de regresién en Anolis carolinensis (Licht, 1971).

La precipitacion pluvial es otro factor a considerar durante la regulacion de la
actividad reproductora de los reptiles. Esto fue observado en machos y hembras de
Ameiva ameiva, que presentaron periodos de actividad reproductora fuertemente
correlacionados con la época de lluvias (Colli, 1991). Este factor parece estar
mayoritariamente involucrado en la actividad reproductora de las hembras. Esto tiene
sentido si consideramos que las hembras, en especies oviparas, son quienes ovopositan y
el grado de humedad en el suelo, es un factor a considerar durante la incubacion de los
huevos (Galdino et al., 2003, Brown y Shine, 2006). Un ejemplo de la importancia que
tiene la precipitacion pluvial paralas hembras, se observa en las lagartijas Anolis limifrons,
Anolis tropidogaster y Anolis teauratus. En estas especies, las hembras son
reproductivamente activas y ovopositan Unicamente en la época de lluvias. En contraste,
los machos producen espermatozoides tanto en época de lluvias como de sequia (Sexton
et al., 1971).

Factores bioticos

Dentro de los factores bioticos, la disponibilidad de alimento es uno de los aspectos mas
importantes para la reproduccion, ya que a través de éste, es como las hembras y los
machos obtienen energia que es almacenada en estructuras internas denominadas cuerpos
grasos, y posteriormente utilizada para el proceso reproductor (Guillette y Sullivan, 1985;
Ribeiro et al., 2012). La obtencion de energia es sumamente importante para llevar acabo
y mantener la reproduccion que, por ejemplo, hembras de Urosaurus ornatus bajo
situaciones de escasez de alimento, se ven obligadas a suprimir la inversion energética en
la produccion de foliculos vitelogénicos, através del sistema inmune (French etal., 2007).
También, un estudio en Plestiodon chinensis registrd que individuos sometidos auna alta

ingesta de alimento presentaron un crecimiento mas rapido, mayores niveles de
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testosterona, estimulando la recrudescencia, y una mayor cantidad de espermatozoides
viables, a diferencia de organismos sometidos a una baja ingesta de alimento (Sun et al.,
2011).

La mortalidad es un factor que rara vez es considerado entre los factores
reguladores de la actividad reproductora. A pesar de ello, la mortalidad tiene sus
implicaciones sobre la reproduccion, ya que invertir recursos en la reproduccién
compromete la sobrevivencia (Shine, 1980; Ballinger y Congdon, 1981; Cox y Calsbeek,
2010). La tasa de mortalidad puede ser traducida en una baja o alta esperanza de vida, lo
cual afecta caracteristicas de los reptiles como el tiempo para alcanzar la madurez sexual,
la tasa de crecimiento, la longitud del ciclo reproductor y el grado de fecundidad (Tinkle,
1969; Tinkle y Ballinger, 1972; Ballinger y Congdon, 1981; Rojas-Gonzélez et al., 2008;
Méndez-de la Cruz et al., 2015).

La disponibilidad de hembras receptivas parece ser un aspecto importante para
gue los machos respondan llevando a cabo su ciclo reproductor, y a pesar de que los
factores ambientales tienen influencia sobre los reptiles, esta parece ser mayor sobre las
hembras (Sexton et al., 1971; Wiederhecker et al., 2002; Santos et al., 2015). De esta
forma, generandose una cadena de eventos “factores ambientales — ciclo reproductor de
hembras — ciclo reproductor de machos” (lbargiiengoytia y Cussac, 1999), y siendo las
hembras quienes influyan sobre el momento en que los machos lleven a cabo su ciclo
reproductor, asi como la duracion del mismo (Ibargiengoytia y Cussac, 1999; Hernandez-
Gallegos et al., 2002; Wiederhecker et al., 2002; Fernandez et al., 2017).

Edad en reptiles

La edad es una caracteristica que nos permite conocer diferentes aspectos sobre los
reptiles, como la longevidad, la tasa de crecimiento y el grado de mortalidad en las
diferentes edades (Castanet y Baez, 1988; Ortega-Rubio et al., 1999). Aunado a esto, se

ha documentado que la edad suele tener repercusiones sobre la reproduccion, a través de
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la senescencia reproductiva y/o inversion terminal (Clutton-Brock, 1984; Shine y
Schwarzkopf, 1992). La senescencia reproductiva se define como un declive del éxito
reproductor de un organismo con el aumento de edad (Lemaitre y Gaillard, 2017). Este
proceso ha sido ampliamente documentado y validado en mamiferos (Sharp y Clutton-
Brock, 2010; Lemaitre et al., 2014; Croft et al., 2015; Gaillard et al., 2017; Karniski et
al., 2018); sin embargo, en reptiles es un tema aln debatido. Por ejemplo, en Lacerta
vivipara, los machos mas longevos tienen un menor éxito reproductor. En contraste, las
hembras de esta especie y de Thamnophis elegans, presentan un mayor éxito reproductor
con el aumento de edad (Richard et al., 2005; Sparkman et al., 2007).

Por su parte, la teoria de la inversion terminal establece que el esfuerzo
reproductor de un organismo debe aumentar a medida que su valor reproductivo
disminuye con el incremento de edad (Clutton-Brock, 1984). Este es el caso de Lacerta
vivipara, donde las hembras mas longevas presentan un patron de inversion terminal,
produciendo crias mas corpulentas y de mayor tamafio (Massot et al., 2011). También,
hembras longevas de Sceloporus graciosus suelen ser mas fecundas (Tinkle y Hadley,
1975).

Esqueletocronologia

Diversos métodos han sido identificados para estimar la edad en reptiles, de los cuales, la
esqueletocronologia resalta por ser la técnica de laboratorio mas confiable y precisa
(Halliday y Verrell, 1988). Este método permite determinar la edad a través del conteo de
anillos denominados “lineas de detencidén de crecimiento” (LAG, por sus siglas en inglés),
que se forman en el tejido 6seo de huesos largos como el hdmero y fémur, y donde cada
LAG representa un ciclo de crecimiento anual;, es decir, un afio de edad (Castanet y
Smirina, 1990; Castanet, 1994). Estos anillos son el resultado de una disminucién o cese
del crecimiento en los organismos, que suele estar asociado con periodos desfavorables,

por ejemplo, cuando se presentan bajas temperaturas (Adolph y Porter, 1996; McCreary
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et al., 2008). Asimismo, los reptiles suelen mostrar una correlacion positiva entre la edad
y el tamafio corporal; es decir, organismos mas grandes de tamafio corporal, son también
los més longevos y viceversa (Yakin et al., 2012; Kumas y Ayaz, 2014). Por ello, la
longitud- hocico-cloaca (LHC) ha sido utilizada para estimar la edad (Gvozdik, 2000;
Castoe, 2002); sin embargo, esta relacion suele ser debil o con errores en la determinacion
exacta de los afios (Halliday y Verrell, 1988; Valdecantos et al., 2007; Borczyk y Pasko,
2011), debido a que suele existir una imprecision provocada por diferencias individuales
en la tasa de crecimiento de los organismos o por diferencias en las distintas
caracteristicas de cada habitat (Valdecantos et al., 2007; Borczyk y Pasko, 2011), ya que
es ampliamente conocido que los factores abioticos juegan un papel fundamental en la
actividad diaria y crecimiento de los reptiles (Sinervo y Adolph, 1989; Lorenzon et al.,
1999). Asi que estimar la edad mediante la LHC, no es un método preciso y debe ser
evaluada cuidadosamente.

Descripcion de la especie

Sceloporus variabilis

Es una especie con una amplia distribucién que va desde el sur de Texas, pasando por
México, en estados como Hidalgo, Puebla, San Luis Potosi, Oaxaca, Veracruz, Chiapas,
Tabasco y Tamaulipas, llegando hasta Costa Rica (Mather y Sites, 1985; Flores-Villela,
1993; Laurencio, 2009). Ademas, se encuentra en ambientes templados y tropicales, asi
como en altitudes entre los 0 msnm vy superiores a los 1800 msnm (Garcia-Collazo et al.,
1993; Cruz-Elizalde y Ramirez-Bautista, 2016).

Esta especie presenta un dimorfismo sexual en su coloracion. Ambos sexos
poseen un par de lineas dorso laterales que inician detras de los ojos y terminan en la base
de la cola; sin embargo, estas lineas son més intensas y contrastantes en los machos.
Asimismo, los machos se caracterizan por dos parches en la region ventral con una

tonalidad rosa y bordeados en color azul-oscuro. En el caso de las hembras, suelen
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presentar los labios y regiones laterales de la cabeza con una coloracidén roja brillante
(Mather y Sites, 1985).

Ademéds de las caracteristicas ya mencionadas, S. variabilis es una especie
ovipara, que alcanza la madurez sexual entre 4 y 7 meses posteriores a su eclosién y a
tallas promedio de 46.35mm y 45 mm de LHC para machos y hembras, respectivame nte
(Garcia-Collazo et al., 1993; Benabib, 1994; Ramirez-Bautista et al., 2006). En cuanto a
caracteristicas reproductoras, tanto hembras como machos presentan ciclos reproductores
estacionales sincronicos (Benabib, 1994; Granados-Gonzalez et al., 2017) y las hembras

producen multiples camadas por época reproductora (Benabib, 1994).
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JUSTIFICACION

Debido a su alto grado de distribucién, S. variabilis se ha vuelto un excelente modelo
para el estudio de caracteristicas como la reproduccién y la demografia (Fitch, 1973;
Benabib, 1994; Garcia-Collazo, 1996; Serna-Lagunes, 2005; Cruz-Elizalde y Ramirez-
Bautista, 2016; Granados-Gonzalez et al., 2017). El estudio mas reciente que describio
mensualmente el ciclo reproductor de los machos durante un afio (Granados-Gonzalez et
al.,, 2017), registr6 actividad espermatogénica estacional con Unicamente dos fases,
recrudescencia y maxima actividad testicular, mientras que la regresion y quiescencia no
fueron observadas. Ademas, parece ser que la actividad reproductora en esta especie no
esta influenciada por los factores abidticos, como la elevacion, la temperatura y la
precipitacion pluvial. Los autores sugieren que la quiescencia y regresion pueden ocurrir
en un periodo corto (menor a un mes), entre los meses de julio y agosto.

Se vuelve entonces importante la necesidad de comprobar o rechazar la hipdtesis sobre si
la quiescencia y regresion ocurren en un breve periodo. Asimismo, al no encontrar una
explicacion en los factores abidticos sobre el ciclo reproductor de esta especie, es
necesario determinar si factores bidticos, como la edad (longevidad), estan involucrados
en su regulacion, ya que se ha documentado que éstos suelen influenciar la actividad
reproductora (Tinkle, 1969; Promislow y Harvey, 1990). Desafortunadamente, no existe

informacion concreta sobre esta caracteristica (Fitch, 1973; Serna-Lagunes, 2005).
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OBJETIVOS
Generales
- Comprobar si la regresion y quiescencia ocurren en el ciclo espermatogénico de
Sceloporus variabilis de La Selva del Marmnero, Catemaco, Veracruz, con
muestreos semanales.
- Estimar la edad de los machos adultos de Sceloporus variabilis de La Selva del

Marinero, Catemaco, Veracruz.

Particulares
- Identificar semanalmente las fases espermatogénicas durante los meses de julio y
agosto en una poblacion de Sceloporus variablis de La Selva del Marinero,
Catemaco, Veracruz.
- Determinar si existe una relacion entre la edad y tamafio corporal en machos

adultos de Sceloporus variabilis de La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz.
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MATERIAL Y METODO

Area de estudio

El 4rea de estudio se encuentra en La Selva del Marinero perteneciente al Ejido Adolfo
LAopez Mateos, dentro del municipio de Catemaco, en el estado de Veracruz (18.44100°N,
94.96440°W; + 170 msnm; Figura 1). El sitio presenta vegetacion correspondiente al
bosque tropical lluvioso (Gonzalez-Soriano et al., 1997), un periodo de lluvias de junio a
febrero (septiembre como el mes mas lluvioso, 418 mm) y un periodo de sequia de marzo
a mayo (marzo como el mes mas seco, 34 mm). Asimismo, enero (21.8 °C) y mayo
(28.8 °C) destacan como el mes mas frio y caluroso, respectivamente (de acuerdo con la

categoria A tropical himedo de Koppen).

Area de estudio

Figura 1. Mapa con la ubicacion del area de estudio. Morado: estado de Veracruz; café: region de Los

Tuxtlas; azul: municipio de Catemaco; rojo: area de estudio.

Colecta de organismos

Se realizaron muestreos semanales de tres machos adultos de S. variabilis (Permiso de
Colector Cientifico SEMARNAT FAUT 0186) entre el 11 de julio y el 15 agosto del 2016
(seis semanas, n=18), meses donde la actividad espermatogenica pasa de maxima
actividad a recrudescencia (Granados-Gonzilez et al., 2017), respectivamente. Los
organismos fueron sacrificados con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sodico

(1 m/Kg, 10%; Close et al., 1996; Savage, 2002). Se registré la LHC, peso corporal y
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peso testicular (PT) para cada macho. Los especimenes fueron fijados en formol (CH-0,
10%), preservados en alcohol (C2HsO, 70%) y depositados en el Laboratorio de
Herpetologia, Facultad de Ciencias, Universidad Autonoma del Estado de México.
Técnica histoldgica

La génada derecha de cada individuo (n=18) fue seleccionada para el tratamiento. Se
procedié de acuerdo con la técnica histolégica convencional (deshidratacion en alcoholes
graduales, aclarado en xilol e inclusién en paraplast). Las muestras fueron seccionadas a
5 pum de grosor con un microtomo de rotacion (Leica RM2245) y posteriormente, tefiidas
con Hematoxilina-Eosina. Las fases espermatogénicas fueron asignadas de acuerdo con
las diferentes células germinales presentes en los tdbulos seminiferos (Tabla 1; Villagran-
Santa Cruz et al., 1994; Hernandez-Gallegos et al., 2014; Rheubert et al., 2014) y se
evalub cuantitativamente la presencia de espermatozoides (+ = baja, ++ = media, +++ =
alta) dentro del lumen de los tdbulos seminiferos y conductos del epididimo, de acuerdo
con los criterios de clasificacion de estudios previos (Hernandez-Gallegos et al., 2014;
Granados-Gonzélez et al., 2015; Granados-Gonzalez et al., 2017). Adicionalmente, se
realizd un conteo, con un ocular micrométrico a 40x, para medir el diametro de los tubulos
seminiferos (DTS), altura del epitelio germinal de los tdbulos seminiferos (AET),
diametro de los conductos del epididimo (DCE) y altura del epitelio de los conductos del

epididimo (AEE), en 25 campos microscépicos por macho.
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Fase Tubulos seminiferos Epididimo

Quiescencia Epitelio germinal reducido con Atrofiado vy sin
espermatogonias Yy células de espermatozoides
Sertoli
Recrudescencia Proliferacion de espermatogonias Atrofiado vy sin
y presencia de espermatocitos |y espermatozoides
I
Maxima actividad Espermétidas dominando el Hipertrofiado y lleno de
epitelio germinal y espermatozoides

espermatozoides en el lumen

Regresion Sin nuevas generaciones de Hipertrofiado con
células germinales, el nimero de espermatozoides en
espermatocitos I, Il'y cantidad moderada

espermatidas disminuye y restos

de espermatozoides en el lumen

Tabla 1. Etapas del ciclo espermatogénico de acuerdo a Villagran-Santa Cruz et al., 1994; Hernandez-
Gallegos et al., 2014; y Rheubert et al., 2014.

Esqueletocronologia

Para éste andlisis exclusivamente, se contd con una n=54 individuos, ya que se utilizaron
los ejemplares colectados en los meses de julio y agosto (n=18) descritos previamente y
los de una coleccién de machos adultos (n=36) provenientes de la misma poblacion de
este estudio, colectados mensualmente de noviembre del 2012 a octubre del 2013. Esta
coleccion se encontraba en el Laboratorio de Herpetologia de la Facultad de Ciencias de
esta misma universidad, y fue originalmente empleada en el estudio de Granados-

Gonzalez et al. (2017).
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El fémur derecho de cada organismo fue seleccionado y removido. Se
descalcifico en acido nitrico (HNOs3) al 5% durante una hora y cuarenta minutos, fue
lavado en agua corriente por una hora, deshidratado en alcoholes graduales, aclarado en
xilol e incluido en paraplast. Las muestras fueron cortadas en la seccion media de la
diafisis a 7 pym de grosor con un microtomo de rotacion (Leica RM2245) y tefiidas con
hematoxilina de Ehrlich. Posteriormente, se contabilizaron las lineas de crecimiento
(LAG) en cada una de las muestras con la ayuda de un microscopio Optico (Leica
DM1000) a 40x para determinar las edades (1 LAG = un afio; Castanet y Smirina, 1990;
Castanet, 1994) de los machos adultos y agruparlos de acuerdo al nimero de LAGs que
presentaban.

Andlisis estadistico

Para la parte de reproduccién, se evalud la normalidad y homocedasticidad de LHC, PT,
DTS, AET, DCE y AEE con la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la prueba de Levene,
respectivamente. A pesar de que los muestreos fueron realizados semanalmente (seis
semanas con tres machos adultos cada una), los andlisis estadisticos se realizaron de
manera quincenal (tres grupos quincenales con seis machos adultos cada uno). Esto fue a
causa de una no corrrespondencia entre los datos métricos e histolgicos, identificandose
un probable error tipo II. Por lo tanto, se decidio agrupar los datos de esta forma para
todas las variables, debido que al incrementar el tamafio de muestra se reduce la
probabilidad de un error tipo 1l (Quinn y Keough, 2002).

Se realizd un anélisis de covarianza (ANCOVA) para PT y cada una de las variables
histolégicas con el fin de determinar si existian diferencias significativas entre los grupos
quincenales y se utilizo la LHC en todas las pruebas como covariable para eliminar el
efecto del tamafio corporal sobre las variables. Posteriormente, se realizd una prueba de
intervalos mdltiples con el fin de identificar en qué quincenas se presentaban las

diferencias.
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Para la estimacion de edades, se aplicd una correlacion de Spearman entre las edades
registradas y la LHC con el fin de determinar si existia una relacion entre estas variables.
Los analisis fueron realizados en Statgraphics Centurion XVI y con una alfa establecida

ap<0.05.
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RESULTADOS

Actividad reproductora

Variacién en peso testicular y caracteristicas histologicas

Se cumplié con los supuestos de normalidad y homocedasticidad (p > 0.05 en todos los

modelos) para todas las variables. La LHC promedio fue de 65.2 mm (intervalo 54.3-70.8

mm). Los analisis estadisticos mostraron diferencias significativas entre quincenas para

todas las variables (p < 0.05 entodos los modelos; Tabla 2) y la LHC tuvo un efecto sobre

PT y DCE (p < 0.05, para ambas variables; Tabla 2).

Los cambios observados en los valores de PT, DTS, AET, DCE y AEE fueron

paralelos entre todas las variables, registrando un patron descendente de la primera a la

ultima quincena de estudio (Figura 2). Razén por la cual los valores més altos de todas

las variables se encuentran en la primera quincena Yy los valores mas bajos durante la

ultima quincena. Este patron descendente fue resultado de cambios en la actividad

espermatogénica.

Variable

PT

DTS

AET

DCE

AEE

F

941

10.28

8.07

5.47

4.67

Quincena

gl
2,14
2,14
2,14
2,14

2,14

valor-p
0.0026
0.0018
0.0047
0.0176

0.0279

F

6.96

1.93

2.35

5.17

2.28

LHC
al
1,14
1,14
1,14
1,14

1,14

valor-p
0.0195
0.1863
0.1477
0.0393

0.1530

Tabla 2. Estadisticos de la prueba de ANCOVA para diferentes caracteristicas reproductivas en

machos de Sceloporus variabilis de La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz.
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Figura 2. Variacién quincenal en el valor medio de diferentes caracteristicas reproductivas en machos
de Sceloporus variabilis de La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz. (a) peso testicular; (b)
diametro de los tdbulos seminiferos y altura del epitelio seminifero; (c) didmetro de los conductos del
epididimo y altura del epitelio epididimal. Cambios en las letras corresponden a diferencias
significativas (p < 0.05). Las lineas verticales indican el error estandar. El tamafio de muestra por nivel
de factor corresponde a seis individuos.
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Ciclo espermatogénico

La actividad espermatogénica fue evaluada semanalmente (tres machos por semana), a
diferencia de los andlisis estadisticos que fueron en grupos quincenales (con seis machos
por cada uno), y se observaron tres fases espermatogénicas: maxima actividad, regresion

yrecrudescenua (Flgura 3).

:

Figura 3. Histologia de los tubulos semlnlferos y epldldlmo en machos de Sceloporus varlabllls de La

Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz, representando en el orden que fueron registradas las tres
fases espermatogénicas. ay b, maxima actividad testicular; c y d, regresion; e y f, recrudescencia. Sg,
espermatogonia; 1°sp, espermatocito primario; 2°sp, espermatocito secundario; Spt, espermétida; Ms,
espermatozoides maduros; Eps, espermatozoides epididimales; *, epitelio epididimal lleno con

material secretor; flecha, epitelio epididimal.

28



La maxima actividad espermatogénica estuvo presente durante cinco semanas
(11 de julio — 8 de agosto) (Figura 4)y registr0 los valores mas altos para PT (0.075 g),
DTS (144.4 um), AET (45.1 um), DCE (127.6 um) y AEE (28.4 um) en las dos semanas
iniciales (siendo la primera quincena en los analisis estadisticos). En esta fase, el epitelio
de los tdbulos seminiferos estuvo dominado por espermatidas, seguido de espermatocitos
primarios y secundarios (Figura 3a, 1°sp, 2°p, Spt). Adicionalmente, se observo la
presencia de espermatozoides en el lumen de los tibulos seminiferos y en los conductos
del epididimo (+++, Figura 3ay 3b, Ms, Eps). Durante esta fase, el nimero de individ uos
en espermiogénesis fue disminuyendo gradualmente a través de las diferentes semanas;
es decir, en las dos semanas iniciales (11 y 18 de julio), el 100 % de los machos presentd
maxima actividad, en la tercera y cuarta semana (25 de julio y 1 de agosto), el porcentaje
de individuos se redujo al 66% y en la quinta (8 de agosto) solo el 33%. Mientras que, en
la sexta semana (15 de agosto), ningun individuo fue registrado con méxima actividad
(Figura 4).

La fase de regresion fue registrada durante dos semanas (1y 8 de agosto) (Figura
4). En esta fase se observo un epitelio tubular desgastado; es decir, sin la proliferacion de
nuevas ceélulas germinales y Unicamente con espermatogonias Yy espermatocitos
secundarios (Figura 3c, Sg, 2°sp). Restos de espermatozoides se encontraron en el lumen
de los tibulos seminiferos y conductos del epididimo (+, Figura 3cy d, Ms, Eps). Cabe
mencionar, que Unicamente dos machos (uno por semana) de la muestra total utilizada
para evaluar el ciclo reproductor (n=18), fueron encontrados en esta fase espermatogénica,
resaltando el macho en regresion de la cuarta semana (1 de agosto), el cual presentd
caracteristicas de una regresion muy tardia como remanentes de espermatozoides, sin
espermiogénesis, citoplasma residual en el lumen de los tubulos seminiferos, sin

proliferacion celular y espermatogonias en reposo.
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Por ultimo, la fase de recrudescencia se registr6 durante tres semanas (25 de julio,
8y 15 de agosto) (Figura 4). Esta fase se caracterizd por una marcada proliferacion celular,
un epitelio tubular dominado por espermatocitos primarios, conteniendo también
espermatogonias y espermatocitos secundarios, aunque en menor numero (Figura 3e, Sg,
1%p, 2%p). Espermatozoides no fueron registrados dentro del lumen de los tdbulos
seminiferos y conductos del epididimo. Ademés, el diametro tubular (66.8 pm) vy
conductos del epididimo (71.9 um) permanecieron reducidos (Figura 3e y f). Esta fase
presentd un patron ascendente en cuanto al nimero de machos en recrudescencia debido
a que en la tercera y quinta semana (25 de julio y 8 de agosto), solo el 33% de los
individuos estuvieron en recrudescencia, mientras que, en la sexta semana (15 de agosto),
el 100% de individuos present6 esta fase (Figura 4). Este patron ascendente contrasta con

el patron descendente registrado para la maxima actividad testicular.

[ Recrudescencia
Il Maxima actividad
3 1 Regresion

Numero de individuos
N
1

11 18 25 1 8 15
Julio Agosto

Semanas

Figura 4. Representacion sobre el nimero de machos adultos de Sceloporus variabilis colectados por

semana en La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz, y la fase espermatogénica que presentaban.
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Edad

Dentro de la muestra total empleada para evaluar la edad (n=54), se identificaron
organismos sin la presencia de LAGs (<1) y tres diferentes patrones de anillos, teniendo
individuos con 1,2y 3 LAGs (Figura 5-7). Dicho de otra forma, se observaron machos
adultos de <1, 1, 2 y 3 afios. El porcentajes de individuos para cada clase de edad (<1, 1,
2y3)son5.6%,37%, 46.3 %y 11.1 %, respectivamente, destacando que la mayoria
de organismos se concentran en 1y 2 LAGs. La edad promedio para los machos adultos
de S. variabilis fue de 1.6 afios. Por su parte, la correlacién de Spearman no mostréd una

relacion significativa entre LHC y LAGs (r= 0.09, p > 0.05).

Figura 5. Seccion transversal del fémur de un macho de 66 mm de LHC de Sceloporus variabilis de

La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz. La flecha indica la existencia de una LAG.
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Figura 6. Seccion transversal del fémur de un macho de 64.6 mm de LHC de Sceloporus variabilis de
La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz. Las flechas indican la existencia de dos LAGSs.

Figura 7. Seccion transversal del fémur de un macho de 65mm de LHC de Sceloporus variabilis de
La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz. Las flechas indican la existencia de tres LAGs.
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DISCUSION

Actividad reproductora

En una primera revision, podemos observar que la actividad reproductora registrada en
este estudio no difiere en su inicio (julio) y final (agosto) con la registrada por Granados-
Gonzalez et al. (2017) para los mismos meses, maxima actividad testicular y
recrudescencia, respectivamente, sin embargo, en este estudio se registré una tercera fase
espermatogénica, regresion. Aunque tampoco se registr6 la quiescencia durante este
trabajo, no se puede asegurar que esta fase no ocurra en S. variabilis. Estos resultados nos
conducen ados hipotesis: i) la quiescencia ocurre en un breve periodo (dias u horas, entre
el 8 y 15 de agosto) no observado en los muestreos semanales o i) no ocurre en esta
especie. Evidencia que puede apoyar la existencia de esta fase, es el macho en regresion
muy tardia de la cuarta semana (1 de agosto). Las caracteristicas de este macho pueden
ser asignadas tanto a una fase de regresibn como de quiescencia, sugiriendo que era un
macho que se encontraba en una etapa final de la regresion, a punto de entrar a la
quiescencia. Otra posibilidad es que la quiescencia (si existe) y regresion no ocurran a
nivel poblacional debido a la rapidez en que suceden (dos semanas o menos). Por ejemplo,
machos de Homalopsis buccata (Berry y Lim, 1967; Licht, 1984) y hembras de
Sceloporus bicanthalis (Manriquez-Moran, 1998; Ambriz-Rosales, 2010) presentan
actividad reproductora continua a nivel poblacional pero individualmente no, debido a
que los organismos de estas especies presentan un ciclo reproductor pronunciado.

El que exista 0 no la quiescencia en el ciclo espermatogénico de S. variabilis,
aportaria nueva informacion a lo que conocemos hasta la actualidad sobre los ciclos
reproductores en reptiles. En el primero de los casos, de existir esta fase, S. variabilis
seria la especie del género Sceloporus con la quiescencia mas rapida (menos de siete dias
0 cuestion de horas), ya que el tiempo minimo reportado para el reposo gonadico en este

género es de un mes (Goldberg, 1974; Villagran-Santa Cruz et al., 1994; Rheubert et al.,
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2014). Por otra parte, de no existir esta fase espermatogénica en S. variabilis, seria un
hecho sin precedentes, debido a que no se tienen reportados datos de una ciclo
espermatogénico estacional, llevado a cabo por un reptil, sin la quiescencia (Gribbins,
2011; Méndez-de la Cruz et al., 2015).

La variacién en actividad espermatogénica estuvo presente en tres de las seis
semanas de estudio, yes una caracteristica que no habia sido registrada para esta especie
(Garcia-Collazo, 1996; Granados-Gonzalez et al., 2017). Esta particularidad ha sido
documentada en otras especies de lagartijas (Sceloporus consobrinus; Rheubert et al.,
2014), culebras (Homalopsis buccata; Berry y Lim, 1967), tortugas (Kinosternon
scorpioides; Sousa et al., 2014) y macacos (Macaca fascicularis; Dreef et al., 2007). Una
posible explicacion a la variacion espermatogénica en S. variabilis puede ser debido al
hecho de que algunas hembras auln se encuentran en la etapa de vitelogénesis en el mes
de agosto (Benabib, 1994; Cruz-Elizalde y Ramirez-Bautista, 2016), mismo mes donde
los Ultimos machos reproductivamente activos son encontrados. De esta forma, es posible
que exista una plasticidad en el ciclo espermatogénico, estimulada por las hembras
vitelogénicas, permitiendo a los machos extender la produccion de espermatozoides unas
semanas mas, para copular con las Gltimas hembras en ovulacion.

El macho en recrudescencia de la tercera semana de estudio (25 de julio) resalta
por ser el mas pequefio (54.3 mm de LHC). Es posible que este macho tuviera la capacidad
de detener prematuramente la méaxima actividad espermatogénica (terminando asi el ciclo
espermatogénico de la temporada con anticipacién y comenzando uno nuevo) para
favorecer el crecimiento corporal y competir por el acceso a las hembras, como se sugiere
en machos de Liolaemus sarmientoi (Fernandez et al., 2017).

Los analisis estadisticos mostraron que la LHC tiene un efecto sobre PT y DCE.
Esto ha sido registrado en la lagartija Podarcis vaucheri, donde existe una influencia del

tamafio corporal sobre el peso testicular (Mamou et al., 2017). Una posible explicacion
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al efecto de la LHC sobre el peso testicular y didmetro de los conductos del epididimo en
S. variabilis, puede ser debido a los niveles de testosterona, los cuales se han registrado
son proporcionales al tamafio corporal de algunas especies del género Sceloporus (Cox y
John-Alder, 2005; Halliday et al., 2014). De esta forma, al existir potencialmente un
mayor nivel de testosterona en individuos de mayor tamafio corporal, la produccion de
espermatozoides seria a una tasa més elevada, reflejandose en un aumento del peso
testicular y tamafio (didmetro) de los conductos del epididimo, a causa de una mayor
cantidad de espermatozoides.

Edad

Con base en los resultados obtenidos a través del método de esqueletocronologia, la
longevidad minima para los machos de S. variabilis en esta muestra es de tres afios.
Especies dentro del género han sido registradas con una longevidad similar, como es el
caso de Sceloporus grammicus y Sceloporus undulatus, con tres y cuatro afos,
respectivamente (Tinkle y Ballinger, 1972; Ortega-Rubio et al., 1993). Asimismo, se
puede argumentar que S. variabilis y otras especies del género, con una longevidad
similar o menor, son lagartijas con una baja esperanza de vida y, por ende, con un ciclo
de vida corto. Esto si consideramos que la maxima edad registrada para una especie del
género Sceloporus es de ocho afios (Stebbins, 1948).

Cabe resaltar que la mayoria de organismos presentd edad de uno y dos afios y
pocos individuos alcanzaron los tres afios. Si se considera esta muestra (n=54) como una
muestra representativa de la poblacién de machos adultos de S. variabilis en La Selva del
Marinero, Catemaco, Veracruz, se puede decir que esta poblacion se encuentra
conformada en su mayoria por individuos de edad intermedia (uno y dos afos). Una
situacion similar se registrd en diferentes poblaciones de Sceloporus undulatus, donde los

individuos mas longevos aportan pocos miembros a la composicion de la poblacion, que
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en su mayoria estd conformada por miembros de uno y dos afios (Tinkle y Ballinger,
1972).

El que pocos individuos (11.1%) de la muestra presentaran la edad méxima (tres
afios), puede sugerir la existencia de una alta tasa de mortalidad en los machos adultos de
esta poblacion, o al menos en las edades mas avanzadas. Esto Ultimo ha sido registrado
en Lacerta viviparay Podarcis bocagei, donde los machos presentan una menor tasa de
sobrevivencia a medida que la edad aumenta (Galan, 1999; Massot et al., 2011). Existe
evidencia que apoya el argumento de una alta tasa de mortalidad en esta especie: en
primer lugar, este factor ya ha sido registrado en una poblacién de S. variabilis en Costa
Rica (Fitch, 1973). En ambos estudios (Fitch, 1973; este estudio), S. variabilis provenia
de una regién tropical y se ha documentado que la mortalidad es mayor en estas regiones,
debido a que suelen tener condiciones ambientales mas estables y favorables, que
permiten a las especies un mayor tiempo de actividad y exposicion en su medio (Tinkle
et al., 1970; Ballinger y Congdon, 1981; Rojas-Gonzalez et al., 2008). Aunado a lo
anterior, al ser S. variabilis una especie tropical con periodos de actividad practicame nte
todo el afio (como la actividad testicular y vitelogénesis; Benabib, 1994; Granados-
Gonzalez.,, et al., 2017), debe presentar una demanda energética importante y se ha
documentado que la esperanza de vida disminuye con elevadas y constantes tasas de
actividad metabolica (Sacher, 1978, Scharf et al., 2015). Ejemplo de lo anterior es el
colibrido Thamnophis elegans, donde se reportd que organismos con una menor
esperanza de vida presentan tasas metabélicas més elevadas, a causa de un crecimiento
rapido, reproduccién temprana y un alto esfuerzo reproductor (Bronikowski y Vieck,
2010).

El encontrar machos adultos sin ninguna LAG; es decir, sin cumplir aun el afio

de edad, fue debido a que S. variabilis es una especie que crece rapidamente Y alcanza la
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madurez antes de cumplir un afio de edad, esta caracteristica se ha registrado en diferentes
poblaciones de esta especie (Benabib, 1994; Serna-Lagunes, 2005).

Al observar la distancia que hay del endostio (capa interna que delimita a la
cavidad medular) a la primera LAG y la distancia que hay entre dos LAGs, se puede
inferir que la tasa de crecimiento en S. variabilis es muy alta a edades tempranas y
posteriormente, sufre un declive. Esto concuerda con el argumento sobre el crecimie nto
disminuyendo con la edad (Patnaik, 1994), lo cual ha sido observado en Podarcis bocagei,
donde los individuos jovenes presentan la tasa de crecimiento mas alta y ésta decae
gradualmente con la edad (Galan, 1999).

La correlacion de Spearman determind que no existe una correlacién entre la
LHC y edad en S. variabilis, esto quiere decir que los machos més grandes en tamafio
corporal no necesariamente son los machos méas longevos Yy viceversa, asi que tratar de
estimar la edad en esta especie mediante las tallas corporales, no debe ser tomado en
cuenta. Algunas de las posibles explicaciones a esto pueden ser las diferencias
individuales en la tasa de crecimiento 0 que exista una alta competencia por las hembras,
de esta forma los machos mas jovenes necesitarian alcanzar un mayor tamafio corporal
para ser favorecidos por la seleccién sexual (Valdecantos, et al., 2007).

Analisis del ciclo reproductor de Sceloporus variabilis

Conjuntando la informaciéon de ambos estudios (Granados-Gonzalez et al., 2017; este
estudio), S. variabilis presenta un ciclo reproductor con un periodo de recrudescencia de
un mes y tres semanas, un periodo transicional de recrudescencia a maxima actividad por
un mes, un periodo de maxima actividad espermatogénica ocurriendo en nueve meses y
dos semanas, y un periodo de regresion de dos semanas. Destacando que hay un traslape
entre estas tres fases; es decir, variacion espermatogénica entre individuos a inicios del

mes de agosto.
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El breve periodo de regresion y una posible quiescencia ocurriendo en cuestion
de dias u horas, son evidencia de la importancia que tiene la histologia en el analisis de
los ciclos reproductores, ya que, sin la ayuda de esta técnica, hubiera sido imposible
identificar estos cambios en la actividad espermatogénica Unicamente con el uso de datos
macroscopicos (como el peso testicular). De igual modo, el ciclo reproductor de S.
variabilis propone la opcion de evaluar la actividad espermatogénica a intervalos menores
de un mes, cuando fases espermatogénicas no son detectadas o se requiere de su longitud
precisa. Por ejemplo, debido a que la quiescencia no fue observada en esta lagartija a
traves de muestreos mensuales (Garcia-Collazo, 1996; Granados-Gonzalez et al., 2017)
y semanales (este trabajo), seria necesaria una evaluacion histoldégica aintervalos adn mas
cortos; es decir, muestreos diarios (entre el 8 y 15 de agosto), para poder confirmar o
descartar contundentemente la presencia de esta fase.

A pesar de que un solo individuo (1 de agosto) fue registrado con la posibilidad
de entrar a la quiescencia, es de esperarse que esta fase existe por muy breve que sea.
Evidencia que puede apoyar el anterior argumento son las hembras de S. variabilis, las
cuales durante al menos dos meses cesan la produccién de foliculos vitelogénicos
(Benabib, 1994; Cruz-Elizalde y Ramirez-Bautista, 2016), debido a esto, mantener el
proceso de espermiogénesis no tendria sentido e implicaria un gasto energético
innecesario para los machos. Cualquiera que sea el caso, la existencia (menos de siete
dias u horas) o no de la quiescencia, se puede argumentar que S. variabilis potencialme nte
puede presentar actividad gonadal durante todo el dafio.

Para poder dar una explicacion al porqué del ciclo espermatogénico estacional
prolongado (nueves meses y dos semanas) de S. variabilis, que es el de mayor duracion
en su género (Goldberg, 1974; Estrada-Flores et al., 1990; Méndez-de la Cruz etal., 2013;
Hernandez-Gallegos et al., 2014; Lozano et al., 2015), se requiere considerar la parte

ancestral. Méndez-de la Cruz et al. (2015) mencionaron que el ciclo reproductor ancestral
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del género Sceloporus es estacional y Savage (1966) que S. variabilis proviene de un
ancestro tropical. La suma de estos factores resultaria en S. variabilis heredando de su
ancestro un ciclo espermatogénico prolongado, ya que especies tropicales con ciclos
reproductores estacionales tienden a presentar periodos de actividad reproductora muy
largos (Licht, 1984, Vitt, 2015). Datos que apoyan este argumento, son las similitudes en
cuanto a la duracion de la actividad reproductora en diferentes poblaciones de esta especie.
Por ejemplo, la maxima actividad espermatogénica en una poblacién de Los Tuxtlas,
Veracruz (nueve meses y dos semanas, 170 msnm; Granados-Gonzalez et al., 2017; este
estudio) y en Metztitlan, Hidalgo (nueve meses, 1236 msnm; Garcia-Collazo, 1996)y la
vitelogénesis en una poblacion de Montepio (10 meses, 45 msnm) y Bastonal (ocho meses,
1000 msnm) en el estado de Veracruz (Benabib, 1994), y en Atlapexco (10 meses, 140
msnm) y San Pablo (nueve meses, 1045 msnm) en el estado de Hidalgo (Cruz-Elizalde y
Ramirez-Bautista, 2016). Esta similitud del periodo reproductor en diferentes poblaciones,
puede ser el reflejo de un ciclo reproductor que no es influenciado por los factores
abioticos especificos de cada region y que es mas una caracteristica particular de esta
especie que se ha mantenido intacta con el paso del tiempo, como lo sugieren Granados-
Gonzalez et al. (2017).

A diferencia de los factores abioticos, un factor bidtico que puede dar una
explicacion al ciclo espermatogénico tan extenso de S. variabilis, es la presencia de
hembras para copular durante la mayor parte del afio. Debido que al tener hembras en
vitelogénesis durante ocho o diez meses (Benabib, 1994; Cruz-Elizalde y Ramirez-
Bautista, 2016), esto obligaria a los machos a ser activos durante un periodo similar, lo
cual se ve reflejado en periodos de actividad espermiogénica de nueve meses (Garcia-
Collazo, 1996) y nueve meses y dos semanas (Granados-Gonzalez et al., 2017; este
estudio), para aprovechar la disponibilidad de hembras receptivas. Este parece ser un

factor importante en la regulacién del ciclo reproductor de los machos; ya que ha sido
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registrado en diferentes especies como Sceloporus bicanthalis, donde la presencia de
hembras disponibles para copular durante la mayor parte del afio promovio la
espermatogénesis continua en esta especie (Hernandez-Gallegos et al., 2002; Gribbins et
al.,, 2011). En Tropidurus torquatus, el pico de actividad reproductora de los machos
coincide con el periodo reproductor de las hembras y fuera de este periodo, el nimero de
machos activos se reduce considerablemente (Wiederhecker et al., 2002). En el caso de
Liolaemus sarmientoi y Liolaemus magellanicus, las hembras de ambas especies pueden
reproducirse anual o bianualmente (Fernandez et al., 2015), por lo que suele existir una
escasez de hembras receptivas en la época reproductora, asi que los machos se ven
obligados a producir espermatozoides durante toda la época de reproduccién, con el fin
de aprovechar cualquier hembra que se encuentre ovulando (Fernandez et al., 2017).

Un aspecto que no suele ser tomado en cuenta durante la explicacién de los ciclos
reproductores, es la mortalidad. A través de la esqueletocronologia, en este estudio se
registré una edad promedio de 1.6 afios y longevidad de tres afios para los machos adultos
de S. variabilis, sugiriendo la presencia de una alta mortalidad en esta especie. Se hace
referencia a este factor porque se ha registrado que especies con ciclos y esperanza de
vida cortos son el resultado de una alta mortalidad, y en consecuencia caracteristicas
como el ciclo reproductor se ven influenciados (Promislow y Harvey, 1990; Tinkle, 1969).
Por ejemplo, un estudio comparativo en dos poblaciones con distinto grado de mortalidad
de la lagartija Xenosaurus platyceps, reveldé que la poblacion con alto indice de mortalidad
presenta caracteristicas de especies con un ciclo de vida rapido como una mayor tasa de
crecimiento, maduracion sexual temprana y crias con menor tamafio, a diferencia de la
poblacion con baja mortalidad (Rojas-Gonzélez et al., 2008). De este modo, la alta
mortalidad sugerida en S. variabilis podria conducirla a poseer un ciclo espermatogénico
muy prolongado, ya que una baja esperanza de vida es propia de especies tropicales con

reproduccion continua y de especies templadas con reproduccion estacional muy
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prolongada (Tinkle, 1969). Este es el caso de S. bicanthalis, una especie de clima
templado y que se encuentra a una gran elevacion (>3200 msnm) pero con actividad
espermatogénica continua (Hernandez-Gallegos et al., 2002; Gribbins et al., 2011). Esta
especie presenta una baja esperanza de vida (1.3 afios, Rodriguez-Romero et al., 2011),
debido a esto necesita crecer y alcanzar la madurez sexual rapidamente, con la finalidad
de comenzar la reproduccion lo antes posible y mantenerla el mayor tiempo (Méndez-de
la Cruz etal., 2015).

La suma de estos factores: un ancestro de ambiente tropical, un ciclo reproductor
estacional con una duracidn que es mantenida en cualquier ambiente, la disponibilidad de
hembras durante casi todo el afio y una alta tasa de mortalidad, parecen ser los
mecanismos que estan moldeando y dirigiendo el ciclo reproductor de S. variabilis hacia
uno mas prolongado. Asi, estas presiones filogenéticas y bidticas podrian estar
involucradas en la transicion de un ciclo reproductor estacional a uno continuo en un
futuro para esta especie. Considerando esto Utimo y entendiendo que los procesos
evolutivos se llevan a cabo gradualmente a través de generaciones, lo primero en la
busqueda de llegar hacia un ciclo reproductor continuo, seria la reducciéon y posterior
eliminacion de la fase menos ‘“ventajosa” hacia ese objetivo, la quiescencia, fase que no
ha sido registrada en esta especie (Garcia-Collazo, 1996; Granados-Gonzalez etal., 2017;
este estudio). Posteriormente, se necesitaria una reduccion de aquella fase que conduce
hacia el reposo gonadico, regresion, la cual se registré durante este estudio con un periodo
de dos semanas. Por Ultimo, S. variabilis tendria que reducir el tiempo de recrudescencia
e incrementar el de actividad espermiogénica, fases con una duracién de dos meses, y
nueve meses Yy dos semanas, respectivamente (Granados-Gonzalez et al., 2017; este
trabajo). Cabe mencionar que no se puede asegurar que S. variabilis esté encaminada
hacia la reproduccion continua, pero los datos aportados y que a la fecha se tienen, asi lo

sugieren.
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Finalmente, es necesario realizar estudios méas profundos con la finalidad de
determinar los mecanismos a cargo de regular la actividad reproductora; ya que se ha
mencionado que los factores ambientales no son la Unica fuerza encargada de regular la

actividad reproductora en los machos (Rheubert et al., 2014).
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CONCLUSIONES

- La fase de regresion fue registrada conuna duracion de dos semanas. Sin embargo,
apesar de que la quiescencia no fue observada, no se puede descartar su existencia.

- Con base en la informacion que se tiene hasta el momento, asi como la generada
por este trabajo, el ciclo espermatogénico de Sceloporus variabilis estd compuesto
por tres fases: recrudescencia, maxima actividad testicular y regresion.

- Las edades registradas en los machos adultos de Sceloporus variabilis van desde
mndividuos sin cumplir un afio (<1) hasta los tres afios, sugiriendo que es una
especie con un ciclo de vida corto.

- No existe una correlacion entre la LHC y edad, por lo que no se recomienda

estimar la edad en esta especie a través del tamafio corporal
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Running Head: Uncommon spermatogenesis in Sceloporus variabilis

Abstract

The reproductive activity of reptiles is typically assessed using monthly sampling. The
spermatogenic cycle of Sceloporus variabilis was recently assessed using the
aforementioned methodology and only two spermatogenic phases (recrudescence and
maximum activity) were observed. The authors hypothesized that quiescence and
regression must occur in a short period (less than a month), which was not visualized by
their monthly sampling methods. Thus, the entire spermatogenic cycle displayed by this
species may have not been adequately represented. The present study assessed the
spermatogenic cycle of S. variabilis in those months where the spermatogenic activity
passes from maximum activity (July) to recrudescence (August) using weekly sampling

to test the hypothesis that quiescence and regression do indeed occur. The results
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showed a regression period for two weeks, whereas quiescence was not observed. These

results lead us to two hypotheses: i) quiescence occurs in a very short period

(days/hours) orii) does not occur in this species. The data generated in this study

suggest that species exhibiting rapid changes in spermatogenic activity need to be

assessed at more frequent intervals to accurately depict the spermatogenic stages.
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Introduction

In reptiles, variations have been observed in reproductive patterns (seasonal or

continuous) with differences in length and timing in which the phases that comprise

these cycles are carried out (James & Shine, 1985; Méndez-de la Cruz, Manriquez-

Moran, Arenas-Rios, & Ibargliengoytia, 2015; Rheubert et al., 2014; Shanbhag, 2002).

The spermatogenic cycle is typically divided into four phases: i) quiescence is

characterized by a reduced germinal epithelium that only contains spermatogonia and

Sertoli cells, the epididymis is devoid of sperm (Gribbins, 2011; Méndez-de la Cruz,

Villagran-Santa Cruz, Lopez-Ortiz, & Hernandez-Gallegos, 2013; Villagran-Santa
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Cruz, Hernandez-Gallegos, & Méndez-de la Cruz, 2009); ii) recrudescence is a period

with a proliferation of spermatogonia and presence of spermatocytes | and 11, the

epididymis remains devoid of sperm (Al-Amri et al., 2013; Licht, 1984); iil) maximum

activity involves spermatids dominating the germinal epithelium and sperm in the

lumen of the seminiferous tubules, the epididymis is filled with mature sperm (Gribbins,

2011; Méndez-de la Cruz et al., 2013); and iv) regression, where there is no new

generations of germ cells, the number of spermatocytes 1, I, and spermatids decrease,

and sperm debris are present in the lumina of seminiferous tubules, the epididymis is

still filled with mature sperm (Hernadndez-Gallegos etal., 2014; Lozano, Uribe, &

Ramirez-Bautista, 2015).

Recent evidence highlights the use of histology as an essential component to

accurately describe the reproductive activity, thus it is imperative to use both

macroscopic and histologic data (Granados-Gonzalez et al., 2017; Gribbins et al., 2011,

Méndez-de la Cruz et al., 2013; Villagran-Santa Cruz et al., 2009). Omission of

histological data may lead to inaccurate conclusions concerning length and timing of

each phase of the spermatogenic cycle (Guillette & Méndez-de la Cruz, 1993; Lee,

Clayton, Eisenstein, & Perez, 1989; Ramirez-Bautista, Garcia-Collazo, & Guillette,

2006; Ramirez-Bautista, Vitt, Ramirez-Herndndez, Mendoza-Quijano, & Smith, 2008).
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With exceptions of a few studies in which collections are made every 15 days

(Amat, Llorente, & Carretero, 2000; Krohmer, Grassman, & Crews, 1987; Roig,

Carretero, & Llorente, 2000), historically studies concerning reproductive cycles of

reptiles have been completed using monthly samples (Cree, Cockrem, & Guillette,

1992; Granados-Gonzélez et al., 2015; Gribbins, Rheubert, Collier, Siegel, & Sever,

2008; Lance, 1989; Méndez-de la Cruz et al. 2013; Rostal, Lance, Grumbles, & Alberts,

1994). This methodology has sufficed thus far, because changes in spermatogenic

activity tend to be slow and all stages are observed (i. e., transition from one phase to

other usually takes at least one month; Goldberg, 1974; Goldberg & Parker, 1975;

Hernandez-Gallegos et al., 2014; Rheubert et al., 2009). However, Granados-Gonzalez

et al. (2017) described the spermatogenic cycle of Sceloporus variabilis from a

population of Los Tuxtlas, Veracruz, Mexico, and described an atypical seasonal

reproductive cycle, with a period of recrudescence of two months (August and

September), a transitional period from recrudescence to maximum activity for one

month (October), and a period of maximum spermatogenic activity for nine months

(November to July). Quiescence and regression were not observed within their monthly

samples.

Based on their available data, Granados-Gonzalez et al. (2017) hypothesized

that quiescence and regression could occur in a period shorter than time between
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samplings. Therefore, the goal of this study is to test the hypothesis that both quiescence

and regression do occur in the population of S. variabilis from Los Tuxtlas, Veracruz,

Mexico, using histological evidence along with weekly sampling. Furthermore, the data

provided here assess spermatogenic activity at more frequent intervals and provide

insights into the relative timing of these limited stages and how reproductive cycles vary

amongst taxa.

Material and Methods

Animal collection

Three adult males of S. variabilis were collected weekly between July 11 and August

15, 2016 (Scientific Collector Permit SEMARNAT FAUT 0186) at Catemaco (Los

Tuxtlas), Veracruz, Mexico (18.44100°N, 94.96440°W; + 170 masl; see Granados-

Gonzalez et al., 2017 for description of study site). These months correspond with the

ending of maximum activity in July and the beginning of recrudescence in August

(Granados-Gonzélez et al., 2017). The specimens were sacrificed using an

intracoelomic injection of sodium pentobarbital (10%). For each male the snout-vent

length (SVL) (nearest 1.0 mm), weight (nearest 0.5 g) and testis mass (TM) (nearest

0.0001 g) were recorded. Males were fixed in 10% formaldehyde, preserved in 70%

ethanol, and deposited in the Laboratorio de Herpetologia, Facultad de Ciencias,

Universidad Autonoma del Estado de México.
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Histological procedures

The right gonad was selected for the histological treatment and samples were processed

according to standard histological techniques (gradual dehydration in ethanol, cleared in

xylene, and embedded in Paraplast). Tissues were sectioned at5 pm with a rotary

microtome and stained with hematoxylin-eosin for general cytology. Spermatogenic

phases were assigned depending on germinal cells present in seminiferous tubules

(Gribbins et al., 2008; Rheubert et al., 2014). Quantitatively the presence of sperm

within both seminiferous tubules and epididymis were assessed, according to

classification criteria of previous studies (Granados-Gonzalez et al., 2015; Granados-

Gonzélez et al., 2017; Hernandez-Gallegos et al., 2014). Moreover, the diameter of

seminiferous tubules (DST), seminiferous epithelial height (SEH), diameter of

epididymal ducts (DED), and epididymal epithelial height (EEH) were measured within

25 microscopic fields per male.

Statistical procedures

Assumptions of normality and homoscedasticity for SVL, TM, DST, SEH, DED, and

EEH were assessed via the Kolmogorov-Smirnov test and the Levene test, respectively.

Although the lizards were collected weekly (six weeks), statistical analysis were

performed with data grouped biweekly (three biweek groups) because incongruence

between metrics and histological data identified a highly probable type error 1. We used
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an ANCOVA on testis mass and histological data with SVL as a covariate, to test if

there were differences between biweeks, followed by a multiple comparison test

(Duncan test) to identify where the differences exist. Analyses were performed in

Statgraphics Centurion XVI and the significance level was setat p < .05.

Results

Biweekly variation in testis mass and histological traits

The average SVL was 65.2 mm (range 54.3-70.8 mm, n = 18). The normality (p > .05)

and homoscedasticity (p >.05) assumptions were met for TM and the histological

values. There were significant differences between biweeks for all variables (p < .05 for

overall models) and SVL influenced TM and DED (p < .05 for both variables). The

changes observed in TM, DST, SEH, DED and EEH were parallel, displaying a

decreasing pattern from the initial to the last biweekly sample (Fig. la-c). Those

quantitative changes were the result of changes in spermatogenic activity, as the amount

of sperm present in the seminiferous tubules and epididymis gradually decreased (Fig.

2a-f, Ms, Eps). Additionally, there was an absence of mature sperm in the seminiferous

tubular lumen, and decrease in overall seminiferous diameter and seminiferous

epithelial heights in the last biweek (Fig. 1b).

Spermatogenic activity

68



Three phases of spermatogenic activity were identified using weekly analysis of

testicular/epididymal histology: maximum activity, regression, and recrudescence (Fig.

23, ¢, e). Maximum activity was present for five weeks (July 11 to August 8; Fig. 3) and

registered the highest values for TM (0.075 g), DST (144.4 pum), SEH (45.1 um), DED

(127.6 um) and EEH (28.4 um) in the initial two weeks (the first biweek group). In this

phase, primary and secondary spermatocytes and mainly spermatids dominated the

seminiferous epithelium (Fig. 2a, 1°sp, 2°p, Spt). Additionally, sperm were present in

the lumina of seminiferous tubules and epididymides (Fig. 2a-b, Ms, Eps). As the first

phase progressed, the number of males showing spermiogenesis as the major phase

within the testis were gradually decreased through the latter weeks of this phase, i. e., in

the first two weeks (July 11 and 18), 100% of lizards were spermiogenic. Later, during

the third and fourth week (July 25 and August 1) the percentage of males decreased to

66% and in the fifth week (August 8), to 33%. In the sixth week (August 15), no males

in spermiogenesis were observed (Fig. 3).

Regression was observed during two weeks (August 1 and 8, Fig. 3), affecting

the values of TM (0.053 g), DST (106.1 um), SEH (31.5 um), DED (92.2 um) and EEH

(20.1 pm) in the second biweek group. This phase was characterized by a seminiferous

epithelium reduced only with spermatogonia and secondary spermatocytes (Fig. 2c, Sg,

2°sp). Remnant sperm were found in both seminiferous tubules and epididymides and
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there was no cell proliferation (Fig. 2c-d, Ms, Eps). Moreover, it is necessary to mention

that only two males (one per week) of the total sample were found in regression (Fig.

3), highlighting the male of the fourth week (August 1) that presented very late

regression traits such as no spermiogenesis, few remnant sperm, cytoplasmic debris in

the lumen, no cell proliferation and only spermatogonia at rest (non-mitotic).

Recrudescence was observed in the third (July 25), fifth (August 8) and sixth

week (August 15, Fig. 3), reflecting in the values of TM (0.03 g), DST (66.8 um), SEH

(22.7 um), DED (71.9 um) and EEH (18.3 um) for the last biweek group. During this

phase there was a marked increase in cell proliferation as the seminiferous epithelium

was dominated by primary spermatocytes, although spermatogonia and secondary

spermatocytes were observed in smaller numbers (Fig. 2e, Sg, 1°sp, 2°sp). Sperm were

not observed within the lumina of seminiferous tubules and epididymides at this time.

The tubular diameter and epididymal ducts remained reduced (Fig. 2e-f). Unlike the

decreasing pattern of maximum activity, recrudescence had an increasing pattern, as in

the third week (July 25) and fifth week (August 8), only 33% of males were in

recrudescence, whereas in the sixth week (August 15) 100% of males were in

recrudescence (Fig. 3). Finally, no males were observed in a quiescent state in which the

seminiferous tubules would have only contained spermatogonia and the epididymides

devoid of sperm.
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Discussion

The reproductive activity observed in this study does not differ in the beginning (July)

and the end (August) to that reported by Granados-Gonzalez etal. (2017). Although,

Granados-Gonzalez et al. (2017) only found two spermatogenic phases (recrudescence

and maximum activity), this study observed a third phase, regression, which occurred

for two weeks (August 1 and 8). Although a quiescence phase was not observed, this

phase could occur within a few days/hours (between August 8 and 15). Evidence that

may support the existence of quiescence, is the male in very late regression of the fourth

week (August 1). This individual was classified in a very late regression instead of

quiescence because despite having seminiferous tubules only with spermatogonia and

no cell proliferation (like in quiescence), they still contained cytoplasmic debris (sign of

a recent spermiation; Ferreira, Laura, & Dolder, 2002) and a few remnant sperm (which

are not observed in quiescence; Licht, 1967) in the lumina, suggesting that this male

was in a final step of regression and preparing to enter to quiescence. Another

possibility is that quiescence (if present) and regression do not occur at the population

level due to the briefness in which they occur (two weeks or less). For example, Licht

(1984) stated that Homalopsis buccata may exhibit continuous spermatogenesis at the

population level but not individually due to the presence of males with a pronounced
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spermatogenic cycle (individual males may be at different stages of the spermatogenic

cycle during a given time period).

Gathering information from both studies (Granados-Gonzéalez et al., 2017; this

study), S. variabilis has a reproductive cycle with a recrudescence period for one month

and three weeks, a transitional period from recrudescence to maximum activity for one

month, a maximum activity period for nine months and two weeks, and a regression

period for two weeks, where there is an overlap between these phases, i. e.,

spermatogenic variation within individuals in three weeks to early August. The length

and speed of regression and a small and variable quiescence period in this study are

evidence that basic histology provides invaluable information about spermatogenic

activity that quantitative data alone would never provide to a basic study on sperm

development in vertebrates. Also, it may be necessary to sample in shorter intervals

when stages of the spermatogenic cycle are not observed monthly within a taxon of

reptile. This was the case of S. variabilis, where regression was only observed during

weekly samples.

Individual variation in the spermatogenic activity of S. variabilis has not been

previously documented (Garcia-Collazo, 1996; Granados-Gonzalez etal., 2017) and it

was observed in three of the six weeks of this study. This may be due to the fact that

some females are still in the last phases of vitellogenesis in August (Benabib, 1994;
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Cruz-Elizalde & Ramirez-Bautista, 2016), the same month where the last reproductively

active males are observed (until August 8). Therefore, it is possible that plasticity in the

spermatogenic cycle allows males to extend their spermatogenic activity and thus

maintain sperm production for possible late ovulating females. A similar pattern was

observed in the snake Homalopsis buccata, where males in the spermiogenic phase,

recrudescence, and regression were all observed in histological samples from the same

time within any month of the year, but the spermatogenic variation was highest during

the female reproductive peak (Berry & Lim, 1967). Furthermore, intrapopulational

spermatogenic variation has been observed in other species of Sceloporus (Rheubert et

al., 2014).

It is interesting to note that the recrudescent male of the third week (July 25)

was the smallest male of the study samples (54.3 mm SVL). A maximum activity period

shorter than the other males (finishing before time the spermatogenic cycle of the

season and thus it was starting a new spermatogenic cycle before all the other males)

may favor other physiological processes such as body growth, which may be necessary

to compete against other males. Furthermore, testosterone, which is associated with

spermiogenic activity (Chamut, Jahn, Arce, & Manes, 2012), has been reported to

conceivably inhibit growth in lizards (Cox & John-Alder, 2005).
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According to reconstructions of ancestral states (Méndez de la Cruz et al.,

2015; Rheubert et al., 2014), the genus Sceloporus has an ancestral spring reproductive

cycle where fall reproductive cycles have evolved numerous times. Also, three

reproductive patterns have been registered in genus Sceloporus: spring spermatogenesis

(Goldberg, 1971; Méndez-de la Cruz, Guillette, Villagran-Santa Cruz, & Casas-Andreu,

1988), fall spermatogenesis (Guillette & Méndez-de la Cruz, 1993; Rheubert et al.,

2014) and continuous spermatogenesis (Hernandez-Gallegos, Méndez-de la Cruz,

Villagran-Santa Cruz, & Andrews, 2002; Lozano et al., 2015). Based on this

classification, and reproductive studies without histological data (Benabib, 1994;

Ramirez-Bautista et al., 2006) the spermatogenic cycle of S. variabilis was grouped in

the fall pattern (Rheubert et al., 2014). Currently we know that it cannot be classified

within any pattern since male reproductive period is exceptionally long (9 months and 2

weeks, Granados-Gonzalez et al., 2017; this study), involving the four seasons but not

enough to become a continuous spermatogenesis. Rheubert et al. (2014) stated that

spermatogenic cycles evolved to start recrudescence earlier. Thereby, an earlier

recrudescence and an extended maximum activity period in S. variabilis may result in a

shorter regression, which was recorded for 2 weeks in this study. Besides, we cannot

discard the possibility concerning a extended spermatogenic cycle and its consequent

evolution to a continuous cycle, since it may evolve from either a fall or spring
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spermatogenic cycle. For example, the continuous cycle of Sceloporus bicanthalis

(Herndndez-Gallegos et al., 2002) potentially evolved from a fall ancestral cycle, which

is similar to the cycle of Sceloporus scalaris (Newlin, 1976); whereas, the continuous

cycle of Sceloporus grammicus (Lozano etal., 2015) most likely evolved from a spring

spermatogenic cycle (Rheubert et al., 2014). Either way, more studies involving species

with extended spermatogenic cycles are necessary to fully understand the mechanisms

involved in the evolution of these extended cycles. Furthermore, variation at the

populational levels may provide insights into potential abiotic (such as temperature,

altitude, and rainfall; Colli, 1991; Goldberg, 1974; Licht, 1971) and biotic factors (such

as presence of receptive females; Ferndndez, Medina, Kubisch, Scolaro, &

Ibargliengoytia, 2017; Hernandez-Gallegos et al., 2002; Wiederhecker, Pinto, & Colli,

2002) affecting spermatogenesis. For example, the extended period spermatogenesis in

S. variabilis is similar between populations (Garcia-Collazo, 1996; Granados-Gonzélez

et al., 2017) whereas spermatogenesis of S. grammicus (Lozano et al., 2015) and S.

mucronatus (Villagran-Santa Cruz et al., 2009) differ at the populational level.

Observations concerning similarities and differences of various reproductive strategies

are necessary to determine potential underlying causes of variation (or the lack thereof).

One aspect typically not considered during explanation of variation in

reproductive cycles is mortality. Pefia-Herrera (unpublished data) estimated the age of
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adult males of S. variabilis from the same population used in this study. The average

age was 1.6 years with a maximum age of 3 years, where only 11% of adult males from

total sample reached the latter age. These data corroborate findings by Fitch (1973) on a

population in Costa Rica, suggesting that S. variabilis is a species with a high mortality

rate. The high mortality may have led to S. variabilis having a very long reproductive

cycle (leading to an increase in fecundity), as a low life expectancy is typical of tropical

species with continuous reproduction (Tinkle, 1969). Therefore, if we consider the

average age (1.6 years) for adult males of S. variabilis as life expectancy, it would be

expected that lizards with a shorter life expectancy had a longer reproductive period and

an earlier maturity (either in age or body size). This is the case of the temperate lizard S.

bicanthalis, which has a lower life expectancy (1.3 years; Rodriguez-Romero etal.,

2011) than S. variabilis, reflected in a maturity at a smaller size (34 mm SVL versus 51

mm SVL of S. variabilis; Granados-Gonzalez et al., 2017; Gribbins et al., 2011) and in

a longer reproductive period (continuous spermatogenesis, Hernandez-Gallegos et al.,

2002, Gribbins et al., 2011).

Additionally, when we consider data about maximum (3 years) and average

(1.6 years) age, age at sexual maturity (4 months, Benabib, 1994) and a prolonged

reproductive cycle (9 months and 2 weeks) for S. variabilis, it may be argued that males

in this study were at least in their first reproductive season and those which had an age
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of 3 years were potentially in their fourth reproductive season, considering that

hatchlings born at the beginning of the reproductive season can breed at the end of that

same reproductive season (Benabib, 1994). Data concerning mortality and average age

for females in this study population is currently not available.

All these factors: phylogenetic effects, a seasonal reproductive cycle with a

length that is maintained in any environment, the availability of receptive females

almost all year round, and a high mortality rate may be the mechanisms that are causing

the reproductive cycle of male S. variabilis to be extended. Thus, these types of

phylogenetic and biotic selective pressures could be involved in the transition from a

seasonal to continuous reproductive cycle in the future of this species. This study

supports the claim by Rheubert et al. (2014) that environmental factors are not the only

selection pressure regulating the reproductive activity in males.
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Figure 1. Biweekly variation in means of different reproductive characters of adult
males of Sceloporus variabilis from Los Tuxtlas, Veracruz. (a) testis mass; (b)
diameters of seminiferous tubules and seminiferous epithelial heights; (c) diameters of
epididymal ducts and epididymal epithelial heights. Different letters above values

indicate significant differences (p <.05). Vertical bars indicate standard error.

:

Figure 2. Testicular and epididymal histology of Sceloporus variabilis from Los

Tuxtlas, Veracruz. The spermatogenic phases are displayed in the order in which were
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registered. (a) maximum testicular activity and (b) epididymis filled with mature sperm;
(c) regression and (d) epididymis with a few mature sperm; (e) recrudescence and (f)
epididymis devoid of sperm. Sg, spermatogonia; 1°sp, primary spermatocyte; 2°sp,
secondary spermatocyte; Spt, spermatid; Ms, mature sperm; Eps, epididymal sperm;
black arrow, epididymal epithelium; *, epididymal epithelial cells filled with secretory

material.
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Figure 3. Graphical representation about frequency of adult males of Sceloporus
variabilis from Los Tuxtlas, Veracruz, collected per week and their spermatogenic

phase presented at that moment.
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