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RESUMEN

TITULO
Madurez sexual de hembras de Potamotrygon magdalenae (Elasmobranchii:
Potamotrygonidae) de la ciénaga de Paredes (Santander, Colombia) *

AUTOR

Tania del Mar Pedreros Sierra **

PALABRAS CLAVES
Raya del rio Magdalena, talla de madurez, estados de madurez, tracto

reproductivo, histologia.

DESCRIPCION

A partir de observaciones microscopicas y macroscépicas y de analisis de regresidn, se
establecieron seis estados de madurez sexual y se estimaron pardmetros reproductivos de 49
hembras de Potamotrygon magdalenae colectadas en la ciénaga de Paredes, Santander,
Colombia. En las hembras inmaduras, no se distinguen los ovarios, y la glandula oviducal y el Utero
son ligeramente mas ensanchados que el oviducto anterior. En las hembras en maduracion, son
visibles los foliculos hialinos sobre el 6rgano epigonal, la glandula oviducal y el Gtero se agrandan y
se presentan en forma de barril. En las hembras maduras pre-gestantes, los foliculos yemados son
de varios tamafios y presentan un epitelio folicular de células cilindricas y globosas; la glandula
oviducal presenta dos zonas que se diferencian en la forma de las lamelas y en el patrén de
secrecion de los mucopolisacaridos. En las hembras prefiadas, post-parto y en regeneracion, se
observan cuerpos luteos y foliculos atrésicos; ademas,en las primeras, los trofonemas uterinos
estan conformados por criptas secretoras de mucopolisacaridos neutros y lipidos, intercaladas con
capilares. Durante todo el desarrollo, el ovario derecho es mas reducido que el izquierdo,
desarrolla pocos y pequefios foliculos yemados, y puede presentar cuerpos lUteos. Los érganos
reproductivos del lado izquierdo fueron significativamente de mayor tamafio que los del lado
derecho. La talla mediana de madurez fue de 14.4 cm de ancho de disco (AD) y la de prefiez de
17.8 cm AD. La hembra madura mas pequefia midié 13.6 cm AD (52.8 % del AD maximo) y la
hembra inmadura mas grande 17.8 cm AD. La fecundidad uterina promedio fue de 2.9 crias y se
observé una relacién positiva entre la talla materna y el nimero de embriones. Este estudio sugiere
gue la estrategia reproductiva de P. magdalenae consiste de baja fecundidad, madurez sexual a
tallas pequefias y, probablemente, ciclo reproductivo continuo.

* Proyecto de Grado
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ABSTRACT

TITLE
Sexual maturity of female Potamotrygon magdalenae (Elasmobranchii:
Potamotrygonidae) from the Paredes floodplain (Santander, Colombia) *

AUTHOR
Tania del Mar Pedreros Sierra **

KEY WORDS
Magdalena river stingray, size at maturity, maturity stages, reproductive tract,

histology.

DESCRIPTION

From microscopic and macroscopic observations and regression analysis, the maturity stages and
the reproductive parameters of 49 female Potamotrygon magdalenae collected in the Paredes
floodplain, Santander, Colombia, were established and estimated. In inmature female, the ovaries
are indistinguishable, and the oviducal gland and the uterus are slightly wider than the anterior
oviduct. In maturing female, the hyaline follicles are visible on the epigonal organ; the oviducal
gland and the uterus are enlarged and appear in barrel form. In pregestant female, the yolk follicles
show variety in size and exhibit a follicular epithelium composed of cylindrical and globed-shaped
cells; the oviducal gland has two zones that differ in the shape of the lamellae and the pattern of
mucopolysaccharides secretion. In pregnant, postpartum and regenerating females, the corpora
lutea and atretic follicles are evident; moreover, in pregnant females, the uterine trophonemata are
comprised of neutral mucopolysaccharides and lipid- secreting crypts, which appear alternating with
capillaries. During development, the right ovary is smaller than the left, it develops few and small
yolk-follicles and may have corpora lutea. The reproductive organs on the left side were significantly
larger than those on the right side. The median maturity size was 14.4 cm of disc width (WD) and
the median pregnancy size was 17.8 cm. The smallest mature female measured 13.6 cm WD
(52.8% of maximum WD) and the largest immature female measured 17.8 cm WD. The mean
uterine fecundity was 2.9 embryos and a positive relationship between the maternal size and the
number of embryos was observed. This study suggests that the reproductive strategy of P.
magdalenae consists of low fecundity, sexual maturity at small sizes and probably a continuous
reproductive cycle.

* Work degree
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INTRODUCCION

Potamotrygon magdalenae es una de las aproximadamente 22 especies de rayas
de la familia Potamotrygonidae (Rosa et al., 2010; Carvalho & Lovejoy, 2011; Silva
& Carvalho, 2011), la cual se caracteriza por ser exclusiva de habitats
dulceacuicolas (Compagno & Cook, 1995; de Carvalho et al.,, 2003) y por
distribuirse en las diversas cuencas neotropicales (Rosa, 1985). Colombia posee
ocho especies de rayas de agua dulce, destacandose P. magdalenae por ser
endémica de las cuencas de los rios Magdalena y Atrato (Araudjo et al., 2004;
Charvet-Almeida & Pinto de Almeida, 2004; Mejia-Falla et al., 2009).

Potamotrygon magdalenae se encuentra en la categoria “Casi Amenazada”, en la
Lista Roja de Especies Amenazadas de la UICN. Por una parte, porque es la raya
de mayor importancia ornamental a nivel nacional, con una alta tasa de
exportacion (Dahl, 1971; Araujo et al., 2004); actividad en la cual no se ejerce
ningun control o monitoreo (Charvet-Almeida & Pinto de Almeida, 2004). Por otra,
y al igual que como sucede con otros potamotrigénidos, se considera que esta
especie es susceptible a la contaminacién y a la pesca dirigida e incidental
(Charvet-Almeida & Pinto de Almeida, 2004), situaciones frecuentes en los
cuerpos de agua que habitan. El Plan de Accion Nacional para la Conservacion y
Manejo de Tiburones, Rayas y Quimeras de Colombia, le asigna a P. magdalenae
el grado de prioridad de accion “Muy Alto” y establece como una de las actividades
de investigacion a corto plazo en las diferentes cuencas del pais, la biologia e
historia de vida de las especies mediante estudios de edad, crecimiento,
reclutamiento, aspectos reproductivos y alimentarios, necesarios para disefiar e
implementar planes de manejo y control en la extraccion y comercializacién de las

rayas de interés ornamental y de consumo (Caldas et al., 2010).

El conocimiento acerca de la biologia de P. magdalenae y de las rayas de agua

dulce en general, es muy reducido (Charvet-Almeida et al., 2005; Mejia-Falla et al.,
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2009; Caldas et al.,, 2010). Basados en el unico trabajo sobre la biologia
reproductiva de P. magdalenae (Teshima & Takeshita, 1992), se conoce que es
una especie vivipara aplacentada y el tracto reproductivo de las hembras consiste
de dos ovarios funcionales, un par de oviductos con ostia separados, un par de
glandulas oviducales y un par de Uteros. Adicionalmente, la especie presenta una
fecundidad uterina de dos embriones por hembra, tallas de primera madurez
sexual similares entre machos y hembras (17-19 cm AD y 17-21 cm AD,
respectivamente) y tallas de nacimiento de aproximadamente 10 cm AD. Los
autores sugieren que, posiblemente, P. magdalenae tiene una reproduccion
continua, debido a que colectaron embriones en diferentes estados de desarrollo

durante el mismo tiempo de muestreo.

Con el fin de aportar elementos para la evaluacion poblacional de la raya de
interés ornamental P. magdalenae, este trabajo pretende ampliar el conocimiento
acerca de la biologia reproductiva de la especie, caracterizando la estructura
macroscopica Yy microscopica del tracto reproductivo de las hembras,
estableciendo una escala de madurez sexual y estimando las tallas minima y
mediana de madurez y de prefiez y la relacion entre la talla con la fecundidad

uterina y las estructuras reproductivas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Modos reproductivos

Los elasmobranquios presentan dos modos de reproduccion: oviparidad y
viviparidad. Los viviparos se clasifican en placentados y aplacentados, Yy
dependiendo del patrén de nutricion embrionario, estos ultimos se dividen en tres
grupos, los que dependen exclusivamente de reservas vitelinas (viviparidad con
saco vitelino), aquellos que se alimentan de huevos u otros embriones (viviparidad
con oofagia y canibalismo intrauterino) y los que intercambian oxigeno y nutrientes
a través de vellosidades uterinas o trofonemas entre la madre y las crias
(viviparidad con trofonemas o histotrofia. Hamlett & Koob, 1999; Carrier et al.,
2004). Este ultimo modo reproductivo es caracteristico de todas las rayas de agua
dulce (Wourms, 1977) y en general, de los Myliobatiformes (Rosa et al., 2010). En
estos organismos, los trofonemas son los encargados de producir y secretar la
“leche uterina” o histotrofo (Wood-Mason & Alcock, 1891; Hamlett, 2005b) que,
junto con las reservas vitelinas, aporta nutrientes a los embriones en desarrollo
(Wood-Mason & Alcock, 1891; McMillan, 2007).

1.2 Escalas de madurez sexual

Los estados en las escalas de madurez sexual en batoideos viviparos hembras
han sido considerados como inmadura, en maduracién, madura no prefiada,
madura prefiada y madura post-parto (White et al., 2001; Acero et al., 2008;
Grijalba-Bendeck et al., 2008; Mejia-Falla et al., 2012). Esta clasificacion hace
referencia al tamafio, aspecto y diferenciacion de los ovarios, ovocitos, oviductos y
glandulas oviducales, a la presencia, aspecto y ubicacion de los embriones, y al

aspecto y al tamafio de los uteros.

Algunos autores (p.e. Barone et al.,, 2007; Acero et al., 2008) emplean las
descripciones citolégicas e histolégicas como complemento para el

establecimiento de los estados de madurez sexual. Se tienen en cuenta los tejidos
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predominantes, asi como el desarrollo de las células germinales y caracteristicas
de células somaticas acompafantes, como la forma, el tamafio, la ubicacion y la

cantidad.

1.3 Anatomia macroscopica del tracto reproductivo

El aparato reproductor de las hembras de peces cartilaginosos consiste de uno o
dos ovarios y de un par de oviductos, seguidos por el cérvix y el seno urogenital.
Cada oviducto esta conformado por una region anterior que se inicia en un ostium,
una region media o glandula oviducal, un istmo (en algunas especies) y una region
posterior o utero (Hamlett & Koob, 1999; Walker, 2005; McMillan, 2007).

Las hembras de elasmobranquios pueden presentar ovarios externos o internos,
dependiendo de la posicion de éstos con respecto al 6rgano epigonal. En el
primero, el ovario se ubica sobre este 6rgano y en el segundo, el érgano epigonal
rodea completamente a cada gonada (Pratt, 1988). En hembras inmaduras, los
ovarios son pequefios y de textura gelatinosa; los ovocitos son muy reducidos o no
estan diferenciados, al igual que las glandulas oviducales y los oviductos son
bastante estrechos (Walker, 2005). Durante el proceso de maduracion, estos
organos aumentan de tamafio y en los ovarios, los ovocitos comienzan a
almacenar reservas vitelinas. Una vez ocurre la ovulacion, los ovocitos son
atraidos al ostium por accion ciliar desde la cavidad peritoneal; la fertilizacion y
encapsulacion completa o parcial (dependiendo del modo de reproduccion de la
especie) se da en la glandula oviducal (Walker, 2005). Esta ultima, se presenta
altamente diferenciada y desarrollada en especies oviparas, al igual que el Utero
en especies viviparas. La pared uterina es gruesa, esponjosa y vascular durante la
gestacion temprana, pero a medida que avanza, la pared se vuelve delgada,

trasparente y muy vascularizada (Walker, 2005).
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1.4 Anatomia microscoépica del tracto reproductivo

En hembras maduras el ovario esta compuesto de foliculos pequefios, en
desarrollo, preovulatorios y cuerpos liteos embebidos en un estroma de tejido
conectivo. Cada foliculo, sostenido por una membrana basal, est4 conformado por
un ovocito, el epitelio folicular y la teca. El ovocito posee plasmalema y zona
pelicida, como envolturas externas (Walker, 2005). En las rayas marinas Narcine
bancroftii, Rhinobatos percellens, Urotrygon venezuelae y Dasyatis guttata, el
desarrollo gonadal microscépico fue dividido en cuatro estados, los cuales se
relacionan con la transformacion de las células foliculares y la aparicion de las
capas que rodean al ovocito y la formacion de las plaquetas vitelinas (Acero et al.,
2008). Teshima & Takeshita (1992) describen los ovocitos maduros de P.
magdalenae, rodeados por la zona pellcida, un estrato de células epiteliales
cilindricas y las tecas interna y externa. En esta especie, asi como en Urobatis
jamaicensis, el epitelio folicular se pliega hacia el ovocito; sin embargo, en ésta
ultima, la envoltura tecal es una sola (Teshima & Takeshita, 1992; Hamlett et al.,
1999a). En hembras de P. magdalenae entre 15 y 35 cm de ancho de disco, el
diametro de los ovocitos esta comprendido entre 0.5 y 2.5 cm, mientras que en
hembras con ancho de disco menor a 15 cm, los ovocitos son muy reducidos
(Teshima & Takeshita, 1992).

La pared del oviducto presenta las capas mucosa, submucosa, muscular y
adventicia (McMillan, 2007). El epitelio luminal es plegado y sus células pueden
ser planas, cubicas o cilindricas, con o sin cilios (McMillan, 2007); en Sympterygia
acuta, se observan ademas, células glandulares con citoplasma PAS/AB (+)
(Galindez & Estecondo, 2008).

La glandula oviducal se compone de numerosas unidades glandulares tubulares
simples, productoras de secreciones mucosas, serosas y proteicas (Hamlett et al.,
1998, 2005a; Galindez et al., 2010; Serra-Pereira et al., 2011). De acuerdo con el

modo reproductivo y el patrén de nutricion embrionario de cada especie, la
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estructura de la glandula oviducal puede ser mads o menos compleja (Hamlett &
Koob, 1999). En general, esta conformada por cuatro zonas bien definidas,
denominadas club, papillary, baffle y terminal, designaciones que hacen referencia
a la forma de las lamelas o prolongaciones de la mucosa y a la posicién dentro de
la glandula (Hamlett et al., 1998, 2005a; Hamlett & Koob, 1999). Las zonas club y
papillary presentan lamelas en forma de T y de papilas, respectivamente, y
producen las envolturas de gelatina que rodean al embrién. La zona baffle se
caracteriza por presentar una proyeccion epitelial adicional a los lados de cada
lamela; esta zona secreta las envolturas proteicas que van desde céapsulas
endurecidas a membranas muy delgadas y flexibles. La zona terminal hace
referencia a su posicion caudal y no presenta lamelas, almacena espermatozoides
y produce los filamentos externos de la capsula en algunas especies oviparas, los
cuales le permiten a los huevos adherirse a las superficies (Hamlett et al., 1998,
2005a). En hembras de Raja clavata, la madurez sexual fue clasificada en cuatro
estados: inmaduro, en desarrollo, maduro y en desove activo. Durante la fase
media del estado en desarrollo, se diferencian completamente las zonas de la
glandula oviducal y en los dltimos estados aumenta el area de superficie de cada
zona y el grosor y la longitud de los tdbulos glandulares (Serra-Pereira et al.,
2011).

El Utero en las especies oviparas es el 6érgano en el cual se lleva a cabo la
esclerotizacion y pigmentacion de la cascara de los huevos. En su parte interna,
presenta pliegues delimitados por criptas secretoras y cilios que disminuyen en
namero desde la region anterior a la posterior del Utero; en este mismo sentido, la
vascularizacion y el ancho de la muscularis incrementan (Hamlett & Koob, 1999).
En el tiburon viviparo aplacental con saco vitelino Squalus acanthias, la mucosa
del utero esta conformada por pliegues longitudinales; durante la prefiez, la pared
uterina consiste de dos capas de células epiteliales, la lamina basal, un sistema
ramificado de capilares yuxtaepiteliales, una regién de tejido conectivo con fibras

reticulares y una capa muscular bien desarrollada (Jollie & Jollie, 1967). En
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Dasyatis americana, una raya vivipara aplacental con histotrofia, el epitelio de los
trofonemas uterinos forma un patrén digitiforme con un vaso sanguineo en la parte
central. En las hembras que contienen huevos fertilizados, el epitelio del utero es
cubico, mientras que en aquellas con embriones a término, el epitelio es plano
(Hamlett et al., 1996). En las especies viviparas placentadas, el Utero y el saco
vitelino forman el complejo uteroplacental, que en los tiburones Carcharhinus
plumbeus, C. acronotus y Rhizoprionodon terraenovae, presenta dos segmentos,
uno liso y escasamente vascularizado que se caracteriza por producir esteroides,
y otro que es muy vascularizado y permite el transporte de nutrientes (Gilmore et
al., 2005).

1.5 Madurez sexual en rayas de agua dulce

En la Tabla 1 se muestra la talla (ancho del disco) a la cual las hembras de varias
especies de rayas de agua dulce, pertenecientes a la familia Potamotrygonidae,
alcanzan la madurez sexual; asi como el porcentaje de dichas tallas con respecto

al ancho maximo del disco.

La Tabla 1 revela que en cinco de las nueve especies consideradas, la talla de
primera madurez sexual se alcanza, aproximadamente, al 50% de su talla maxima
(Paratrygon aiereba, Potamotrygon constellata, P. magdalenae, P. motoro y P.
scobina); mientras que en las otras, la madurez ocurre por encima del 70% de su
ancho de disco maximo (Plesiotrygon iwamae, Potamotrygon orbignyi, P.

schroederi y Potamotrygon sp.).
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T¢

Tabla 1. Talla de primera madurez (ancho de disco, AD) de hembras de especies de la familia Potamotrygonidae, en las diferentes cuencas

en las cuales se realiz6 el estudio y su porcentaje con respecto al ancho maximo del disco.

) . AD de AD max. ] _
Especie Cuenca-Pais Referencias Porcentaje
madurez (cm) (cm)
Paratrygon )
) Orinoco-Venezuela 37.0 78.0 Lasso et al. (1996) 47.4%
aiereba
Plesiotrygon )
\wamae Amazonas-Brasil 50.0 65.0 Charvet-Almeida (2001); Charvet-Almeida et al. (2005) 76.9%
Potamotrygon Amazonas-Brasil y
35.0-45.0 62.0 Thorson et al. (1983) 56.4-72.6%
constellata Colombia
Potamotrygon ) ] )
Magdalena-Colombia 17.0 35.7 Teshima & Takeshita (1992) 47.6%
magdalenae
Potamotrygon )
Amazonas-Colombia 24.0-32.0 54,5 Thorson et al. (1983) 44.0-58.7%
motoro
Potamotrygon )
o Orinoco-Venezuela 29.5 32.5 Lasso et al. (1996) 90.8%
orbignyi
Potamotrygon ] ) )
} Amazonas-Brasil 44.0 54.0 Charvet-Almeida et al. (2005); Araujo (2009) 81.5%
schroederi
Potamotrygon ] ]
] Amazonas-Brasil 40.0 69.1 Almeida (2003); Charvet-Almeida et al. (2005) 57.9%
scobina
Potamotrygon Golfo de Pariay ;
21.4 27.6 Rodriguez-Guerra et al. (2007) 77.5%

sp.

Orinoco-Venezuela




1.6 Fecundidad uterina en rayas dulceacuicolas

La fecundidad uterina de la familia Potamotrygonidae difiere entre especies y

puede ir de 1 a 21 embriones por hembra (Tabla 2). Plesiotrygon iwamae,

Paratrygon aiereba, Potamotrygon magdalenae, P. orbignyi, P. schroederi y

Potamotrygon sp. C, presentan la fecundidad uterina mas baja (entre 1 y 5),

mientras que P. brachyura y P. motoro pueden tener hasta 19 y 21 embriones,

respectivamente.

Tabla 2. Fecundidad uterina en especies de la familia Potamotrygonidae.

Fecundidad uterina

Especie Cuenca-Pais ) Referencias
(promedio)
Plesiotrygon ) ]
) Amazonas-Brasil 1-4 (2) Charvet-Almeida et al. (2005)
iwamae
Paratrygon ] )
i Amazonas-Brasil 2 Charvet-Almeida et al. (2005)
aiereba
Potamotrygon )
Del Plata-Argentina 19 Achenbach & Achenbach (1976)
brachyura
Potamotrygon Amazonas-Brasil y
4-11 (7) Thorson et al. (1983)
constellata Colombia
Potamotrygon ) ) .
Magdalena-Colombia 2 Teshima & Takeshita (1992)
magdalenae
] 6-7 (6) Thorson et al. (1983)
Potamotrygon Amazonas-Brasil y .
) 4-11 (7) Charvet-Almeida et al. (2005)
motoro Colombia )
21 Almeida (2008)
Potamotrygon ]
. Amazonas-Brasil 1-5(2) Charvet-Almeida et al. (2005)
orbignyi
Potamotrygon ]
. Amazonas-Brasil 1-3(2) Charvet-Almeida et al. (2005)
schroederi
Potamotrygon ) )
i Amazonas-Brasil 1-16 (6) Charvet-Almeida et al. (2005)
scobina
Potamotrygon ) )
c Amazonas-Brasil 1-5(2) Charvet-Almeida et al. (2005)
sp.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de estudio y colecta de ejemplares

Se realizaron monitoreos de pesca artesanal cada dos meses entre agosto de
2010 y septiembre de 2011, en la ciénaga de Paredes (73°45’-73°49'W y 7°26’-
7°29°’N), con autorizacion del Instituto Colombiano de Desarrollo Rural
(INCODER), entidad que otorgd el permiso de pesca de investigacion. Esta
ciénaga pertenece al valle medio de la cuenca del rio Magdalena y se encuentra
ubicada en el departamento de Santander (Colombia) entre los municipios de
Sabana de Torres y Puerto Wilches. La colecta se realizé con la colaboracién de
pescadores locales, los cuales utilizan como artes de pesca la atarraya y el
trasmallo (2 m de alto, 300 m de ancho y 8.1 cm de ojo de malla). Una vez
capturados los ejemplares, se pusieron en recipientes con agua, a la que se le

agrego una dosis letal de roxicaina al 1%.

2.2 Analisis macroscopico

A cada individuo se le midi6 el AD y la longitud total (LT) y mediante diseccion de
la regidbn medio-ventral, se extrajo el tracto reproductivo. Se determind la
coloracion, tamafo, forma y/o consistencia de los ovarios y los foliculos ovéaricos,
de los uteros, los oviductos y las glandulas oviducales. Se realizaron medidas de
la longitud y el ancho de cada érgano, asi como del diametro del foliculo ovarico
mas grande, y de la talla y del peso de las crias cuando fue posible. Con el fin de
evaluar la funcionalidad de las érganos reproductivos de cada lado (izquierdo y
derecho), se realizaron pruebas pareadas de Wilcoxon con cada medida (longitud
y ancho), asumiendo dependencia entre las mismas. Inicialmente, se consideraron
como hembras inmaduras a aquellas con oOrganos apenas visibles o poco
desarrollados y como hembras maduras, a aquellas con estructuras bien
desarrolladas y con foliculos yemados y/o embriones. La descripcion del tracto

reproductivo de las hembras maduras post-parto soélo fue posible a partir de
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hembras con embriones en los Ultimos estados de desarrollo y que presentaron

abortos espontaneos.

Las mediciones se realizaron con un calibrador Digital Mitutoyo serie 0104692 y el
peso de las crias se determind con un dinamémetro Ohaus Modelo 8261-M de
100g. Las fotografias se obtuvieron con una cémara digital Cannon PowerShot
SX30 1S 14.1MP.

2.3 Andlisis histoldgico

Las muestras fueron fijadas en formaldehido 10%, deshidratadas en una serie
ascendente de etanol, aclaradas en xilol e incluidas en Paraplast (Mc Cormick ®),
siguiendo el protocolo de Gray (1952). Se realizaron cortes de 5 ym de espesor en
la porcibn media de cada organo (en la mayoria de los casos solo los del lado
izquierdo), con micrétomo rotatorio 820 Spencer. Se usaron las técnicas de
coloracion hematoxilina-eosina (HE), segun Gray (1952), y acido peryodico de
Schiff (PAS)-azul de Alcian (AB) pH 2.5 de acuerdo con Luna (1968), con
reducciones en el tiempo de exposicion de las muestras en agua corriente. Las
microfotografias se obtuvieron con una camara digital Olympus Stylus 1010
10.1MP.

2.4 Establecimiento de las escalas de madurez sexual

Se establecieron dos escalas de madurez sexual, una con las observaciones
microscopicas y otra, con las macroscépicas. Esta Ultima, bajo dos
aproximaciones: en la primera, se consideraron todas las estructuras del tracto
reproductivo en conjunto y se tomaron como referencia los estados descritos por
White et al. (2001), Lépez (2009) y Mejia-Falla et al. (2012) para otras especies de
rayas, también de viviparidad matrotrofica; y en la segunda, la cual esta basada en
la propuesta de Walker (2005), se asign6 un indice a cada estructura reproductiva
(Ovario, O; Glandula oviducal, G; Utero, U) con su respectiva descripcion y estado

de madurez. De esta manera, el indice del ovario se elabor6 con base en la
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presencia y la coloracion de los foliculos ovéaricos (O=1-4; Cuadro 1), el indice de
la glandula oviducal en el color, la forma y la consistencia (G=1-3; Cuadro 1) y el
indice del Gtero en la apariencia, el tamafio, el contenido y el color (U=1-5; Cuadro
1) del mismo. Por ejemplo, para el ovario, el indice O=1 corresponde a la ausencia
de foliculos, O=2 a la presencia de foliculos hialinos, O=3 a la observacién de

foliculos yemados y O=4 a la aparicidén de cuerpos llteos.

Una vez definidos los estados de madurez sexual a nivel macroscopico, se
realizaron las descripciones microscOpicas correspondientes a cada estado

previamente establecido.

2.5 Estimacion de las tallas de madurez y de prefiez

La talla minima de madurez se estimé considerando la hembra madura y la
hembra prefiada mas pequefias y la hembra inmadura mas grande. La talla
mediana de madurez sexual (ADso) Se estimo mediante la frecuencia del ancho del
disco (AD) a la cual el 50% de las hembras estan maduras (Joung & Chen, 1995;
Liu et al., 1999). Para esto, se asigné un valor en escala binomial (1-maduro, 0-
inmaduro) a cada hembra, teniendo en cuenta los analisis macroscopicos y
microscopicos de todo el tracto reproductivo y de cada 6rgano por separado. Se

uso6 el modelo logistico de la forma:

1

Y= 1 + e-b(AD;—ADso)

dondeY es la proporcién de individuos maduros al AD, ADi es latallaalaclaseiy
b es el parametro del modelo. Este modelo se fijé usando una regresion logistica
de minimos cuadrados. De igual forma se estimo la talla mediana de prefiez, pero
en este caso, a las hembras gravidas se les asigné el valor de 1 y a las no

gravidas de 0.
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2.6 Relacion de latalla con la fecundidad y las estructuras reproductivas

La fecundidad uterina promedio fue determinada sumando el numero de
embriones en cada hembra prefiada y dividiendo por el nimero de éstas. En
presencia de abortos, se contaron los sacos vitelinos que aun permanecian en los

Uteros.

Para observar el efecto de la talla materna sobre la reproduccion, se graficé el
namero de embriones vs el AD de las hembras prefiadas, mediante un analisis de
regresion lineal (Walker, 2005). Asi mismo, se analiz6 la relacion del ancho de
disco de todas las hembras con el ancho de cada 6rgano reproductivo (ovario,
oviducto anterior, utero y glandula oviducal), mediante una ecuacion una logistica

modificada, siguiendo a Mejia-Falla et al. (2012):

max L —min L

L, =minL+ b(a—ADi)

1+e

donde a es el punto de inflexion, y min L y max L son el valor mas bajo y mas alto
del ancho de cada 6rgano reproductivo, respectivamente. Este Ultimo analisis fue
realizado con las estructuras del lado izquierdo del tracto reproductivo, por ser

consideradas mas informativas, dada su mayor funcionalidad.
Todos los anteriores andlisis se efectuaron en el programa Statisca 8.0. El material

de soporte fue incluido en la coleccién de peces de la Escuela de Biologia de la

Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga (Colombia).
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3. RESULTADOS

Se capturaron un total de 49 hembras de P. magdalenae, con tallas entre 8.0 y
41.5 cm (promedio + SD = 15.9 + 6.5) de AD y entre 18.8 y 82.5 cm (35.6 + 18.5)
de LT. Sus pesos totales variaron entre 23 y 35009 (340.9 + 575.6).

3.1 Descripcion macroscopica

El tracto reproductivo de las hembras esta conformado por dos ovarios y dos
oviductos (Figura la-d,f). Cada oviducto consta de una porcién anterior que se
inicia en el ostium, una porcion media o glandula oviducal y una porcidn posterior
o utero (Figura 1f); los dos ostia estan conectados a través de un puente
membranoso. A continuacién de cada utero se encuentra el cérvix uterino; los
cuales confluyen en el seno urogenital. Asociado a lo largo de cada ovario, se
encuentra el érgano epigonal (Figuras la-f); estos ultimos, convergen en su region

caudal, por debajo del utero (Figuras 1b,c).

En las hembras inmaduras (Figura 1a; Cuadro 1) no se observan ovarios a simple
vista; en lugar de éstos, es evidente el 6rgano epigonal de cada lado. Estos se
presentan alargados, son de textura gelatinosa, aplanados y amarillentos; el
izquierdo ligeramente de mayor tamafo. Los oviductos son muy estrechos y
flacidos. La glandula oviducal y el Gtero son ligeramente mas ensanchados que la

region anterior del oviducto, pero no hay distincidén entre el Utero y el cérvix.
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Figura 1. Tracto reproductivo de hembras de P. magdalenae en los diferentes estados de madurez
sexual. a) Hembra inmadura. b) Hembra en maduraciéon. ¢) Hembra madura pre-gestante. d)
Hembra prefiada. €) Hembra post-parto. f) Hembra en redrudescencia. Oe, érgano epigonal; Od,
oviducto anterior; Os, ostium; Ov, ovario; Fh, foliculo hialino; Fy, foliculo yemado; ClI, cuerpo lGteo;
Ut, utero; Cx, cérvix; Su, seno urogenital; Tf, trofonemas; Ht, histétrofo; Rd, rifién derecho; Ri, rifion
izquierdo; asterisco, glandula oviducal; cabeza de flecha sélida, zona anterior hialina de la glandula
oviducal; cabeza de flecha vacia, zona posterior de color blanco de la glandula oviducal. Reglillas:
a) 0.5 cm; b) 0.8 cm; ¢) 1 cm, detalle 0.6 cm; d) 0.9 cm; e) 1.1 cm; f) 1.6 cm.
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Cuadrol. Escala de madurez sexual para hembras de P. magdalenae: consideraciones macroscopicas.

Estado Ovario Oviducto anterior, Glandula oviducal y Utero Indice
Oviductos estrechos, flacidos y pareados. La glandula
Inmadura No se observa a simple vista. oviducal y el Gtero son ligeramente mas ensanchados 0O=1, G=1, U=1
que el oviducto anterior. No hay distincion del cérvix.
Foliculos hialinos facilmente visibles, . i i )
» ) . Glandula oviducal y utero agrandados y parcialmente
En maduracion ubicados generalmente en la region dorsal o o ) 0=2,G=2,U=2
. rigidos. Se distingue el cervix del Utero.
de uno o ambos ovarios.
Ovocitos de diversos tamafios sostenidos
por una pared ovéarica muy delgada y ] ] N o
. . Los oviductos adquieren mayor diametro y rigidez.
transparente. Proximos a éstos se observa ) o .
N ] ] Generalmente el Utero izquierdo es de mayor tamafio
Madura tejido epigonal, el cual es ligeramente . ]
] que el derecho. La glandula oviducal se presenta 0=3, G=3, U=3
pre-gestante amarillo y de aspecto denso. ) ) ,
. hialina en el tercio anterior y blanca en la region
Generalmente, solo se observan foliculos ]
o posterior.
en el ovario izquierdo; cuando se presentan
en el ovario derecho, éstos son escasos.
Madura prefiada \ colicul dos de di Uteros con embrlopes, voluminosos, dg Paredes O=4, G=3. U=4
uUmerosos Toliculos  yemados de dIVersos  gryesas y de color rojo oscuro. Abundante histétrofo.
tamafios en el ovario izquierdo, asi como
Madura foliculos atrésicos y cuerpos luteos de color  (jiar0s sin embriones,  voluminosos, de paredes -4 g3 U=5
post-parto anaranjado y negro. El ovario derecho gruesasy de color rojo oscuro.
permanece con escasos ovocitos yemados
~ . o Uteros sin embriones, un poco rigidos, de color rosado
Madura en y de tamafio reducido, o sin éstos. P 9 O=4. G=3. U=3

recrudescencia

y en ocasiones, el Gtero izquierdo de mayor tamafio
gue el derecho.




En las hembras en el Estado en maduracién (Figura 1b; Cuadro 1) se observan los
ovarios, generalmente en la regién dorsal del 6rgano epigonal, destacandose
pequenios foliculos hialinos. Los oviductos adquieren mayor grosor y se evidencian
las regiones que corresponden al oviducto anterior, la glandula oviducal, el Utero y
el cérvix. La region anterior del oviducto es tubular y recta, mientras que los tres
organos restantes presentan forma de barril, son parcialmente rigidos y de

dimensiones similares.

En las hembras maduras pre-gestantes (Figura 1c; Cuadro 1), el tamafio de los
ovarios aumenta (en especial el ovario izquierdo), asi como el drgano epigonal. En
el ovario izquierdo se observan foliculos hialinos y yemados de diversos tamafos,
sostenidos por una pared ovarica delgada y transparente. En los casos en que se
presentan foliculos en el ovario derecho, éstos son escasos y pequefios. El
diametro y la longitud de los oviductos aumentan, en especial las regiones
correspondientes al Utero; éstos se presentan rigidos y el izquierdo, generalmente
con mayores dimensiones que el derecho. La glandula oviducal es hialina en el

tercio anterior y blanca en la regidn posterior (detalle de la Figura 1c).

En las hembras prefiadas, post-parto y en recrudescencia (Figuras 1d-f; Cuadro
1), el ovario derecho se mantiene reducido y puede contener pequefios y escasos
foliculos. Por su parte, el ovario izquierdo presenta numerosos foliculos hialinos y
yemados de diversos tamafos (el diametro maximo registrado fue de 2.4 cm en
una hembra prefiada), los cuales pueden ser clasificados de dos a cinco grupos
(rango establecido por observacion a simple vista); ademas, contiene foliculos
atrésicos y cuerpos luteos, los cuales se observan como masas pequefias
anaranjadas y negras. Se evidencian dos o mas foliculos por tamafio. En
presencia de embriones (Figura 1d), el o los Gteros estan dilatados, son de pared
delgada o gruesa (dependiendo del estado de desarrollo de los embriones) con
abundante “leche uterina” o histotrofo y de color rojo oscuro; ademas, en las nueve

hembras prefiadas, el Utero izquierdo alojaba mas embriones cuando eran varios o
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al Unico, cuando estaba presente sélo un embrion. En ausencia de embriones, los
Uteros son flacidos o presentan cierto grado de rigidez, también de color rojo
oscuro (Estado post-parto; Figura l1le) o de color rosado (Estado en
recrudescencia; Figura 1f) y en ocasiones, el Gtero izquierdo de mayor tamafio que

el derecho.

Las pruebas pareadas de Wilcoxon indicaron que todos los érganos reproductivos
del lado izquierdo (a excepcion del oviducto anterior), difieren significativamente
de los del lado derecho, tanto en longitud como en ancho, siendo de mayor
tamano los del lado izquierdo (Cuadro 2). Las medidas de los ovarios y los uteros
fueron las de mayor variacion, contrario a lo sucedido con las medidas de la

glandula oviducal.

Cuadro 2. Prueba pareada de Wilcoxon (Z) entre las estructuras izquierda y derecha del tracto
reproductivo de las hembras de P. magdalenae. Valores P marcados con asterisco indican

diferencias significativas. Me, valores de la mediana.

Variables Me.lzq. Me.Der. N T 4 P

Ancho de ovarios 0.990 0.520 39 0.0 5.373 <0.001*
Longitud de ovarios 2.400 1.800 40 3.0 5.471 <0.001*
Ancho de oviductos anteriores 0.160 0.190 40 39.5 1.164 0.244

Longitud de oviductos anteriores 2.795 3.050 39 33.0 2.868 0.004*
Ancho de glandulas oviducales 0.400 0.390 38 60.0 2.372 0.018*
Longitud de glandulas oviducales 0.590 0.550 37 29.5 3.300 0.001*
Ancho de Uteros 0.900 0.650 32 14.0 3.397 0.001*
Longitud de Uteros 1.795 1.250 33 19.0 3.490 <0.001*

3.2 Descripcién microscoépica

3.2.1 Ovario. Los ovarios derecho e izquierdo de P. magdalenae presentan un
epitelio germinal cubico simple de superficie festoneada, con células de citoplasma
apical AB (+)/PAS (+) debido a la presencia de mucopolisacaridos acidos y

neutros, respectivamente. Subyacente a éste, se encuentra la tinica albuginea, la
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cual varia en espesor con el grado de madurez (Figuras 2a-b). Poseen estroma
ovarico escaso y asociado a cada uno se encuentra el 6rgano epigonal, rodeado
por una capsula de tejido conectivo denso e integrado por abundantes vasos
sanguineos y leucocitos. En ocasiones, agrupaciones de estas células se

encuentran dispersas en el estroma, proximas a los foliculos ovaricos (Figura 2c).

Figura 2. Epitelio germinal, ovogonias, foliculos primordial y primario. Epitelio germinal cubico
simple de superficie festoneada (cabeza de flecha) con las técnica a) HE y b) PAS/AB en hembras
prefiadas; Ta, tlnica albuginea de tejido conectivo denso. c) Foliculo primordial (Fp) con
membrana vitelina (cabeza de flecha), células foliculares planas a cubicas (flecha) y células
esféricas voluminosas (asterisco); Le, leucocitos junto al foliculo. HE. d) Foliculo primordial atrésico
(Fa) con ovocito colapsado, se observan remanentes del nucleo (Nu) y del citoplasma (Ct); flecha,
células foliculares de nucleos aplanados y condensados. HE. e) Ovogonias (cabeza de flecha) y
foliculos primordiales (Fp) subyacentes al epitelio germinal (flecha). HE. f) Foliculo primario (Fpr)
con membrana vitelina (cabeza de flecha) y epitelio folicular sostenido por la membrana basal
(flecha vacia); el epitelio esta integrado por células cubicas a cilindricas (flecha sélida), con
extensiones celulares, y células esféricas voluminosas (asterisco); recuadro, nlcleo del ovocito con
cromosomas en cepillo. Reglillas: a) 36 um; b) 24 um; c¢) 27 um; d) 33 um; e) 40 um; f) 27 um.
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En las hembras inmaduras y en maduracion (Figura 2c-f; Cuadro 3), se observan
foliculos primordiales, primarios y previtelogénicos funcionales y atrésicos. Los
foliculos primordiales se componen del ovocito con o sin membrana vitelina, de un
estrato simple de células foliculares planas a cubicas y unas pocas células
esféricas voluminosas, y de una lamina basal delgada (Figura 2c). La atresia en
estos foliculos se manifiesta por la presencia de ovocitos colapsados o0 ausencia
de los mismos y granulosa con células de nucleos aplanados y condensados
(Figura 2d). En uno de los ejemplares inmaduros, se observaron ovogonias

asociadas con células foliculares (Figura 2e).

En los foliculos primarios, las células foliculares son cubicas a cilindricas y forman
un epitelio estratificado con extensiones celulares proyectadas hacia la membrana
vitelina (Figura 2f). En los foliculos previtelogénicos, la granulosa es estratificada y
de células foliculares cilindricas. Adicionalmente, hay diferenciacion de tecas
interna y externa y en el nucleo de los ovocitos se pueden visualizar los
cromosomas en cepillo, asi como en el nucleo de los ovocitos presentes en los

foliculos primordiales y primarios (Figura 2f).
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Cuadro 3. Escala de madurez sexual para hembras de P. magdalenae: consideraciones microscopicas.

Estado Ovario Oviducto anterior Glandula oviducal Utero
Epitelio cilindrico Epitelio cubico a cilindrico simple, organizado en
el Ligeros  plegamientos pseudoestratificado cortas  prolongaciones fungiformes. Lamina
Inmadura Foliculos del epitelio. Lamina de superficie recta o propia de tejido mesenquimal. Capa interna de
primordiales, propia reducida. formando  lamelas musculatura visceral de disposicién circular y
primarios, o cortas. otra externa longitudinal, ambas reducidas.
previtelogénicos y Enitel
= . oo itelio compuesto . e -
atresicos Plegamientos epiteliales P p Prolongaciones epiteliales filiformes y elongadas
embebidos en un . . por unidades L . L . .
En maduracion cortos. Lamina propia landulares oco con epitelio cilindrico simple. L4mina propia méas
estroma escaso. 9 P

de aspecto denso y de
mayor grosor.

profundas y lamelas
uniformes.

diferenciada y vascularizada. Capas musculares
de mayor grosor.

Madura
pre-gestante

Foliculos
primordiales,
primarios,
previtelogénicos,
vitelogénicos y

atrésicos
Madura prefiada Foliculos
primordiales,
Madura primarios,
previtelogénicos,
post-parto . L
vitelogénicos,
atrésicos
Madura en y

recrudescencia

postovulatorios.

Plegamientos elongados
del epitelio; presencia
de células ciliadas de
ndcleo apical y células
secretoras de nucleo
basal. Lamina propia
prominente 'y  muy
vascularizada.

Adventicia con
abundantes haces de
colageno, fibroblastos y
fibras musculares lisas.

Epitelio compuesto
por unidades
glandulares

profundas, provistas
de células secretoras
y de células ciliadas.
Las lamelas de la
Zzona anterior tienen
forma de T y las de
la posterior, son
digitiformes.

Pre-gestante y en recrudescencia: Largos
trofonemas provistos de un epitelio cilindrico
pseudoestratificado, una lamina propia de tejido
conectivo areolar con haces longitudinales de
musculatura lisa y abundantes capilares.
Muscular y adventicia prominentes; esta Ultima,
organizada en una capa interna amplia de tejido
conectivo laxo y una capa externa de tejido
conectivo denso.

Preflada y post-parto: Epitelio de los
trofonemas dispuesto en numerosas criptas que
se alternan con capilares de didmetros variables.




Alcanzada la madurez (Figuras 3-4; Cuadro 3), ademas de los foliculos descritos,
se observan foliculos vitelogénicos (Figura 3) y atrésicos (Figura 4) en diferentes
etapas de desarrollo. Los foliculos vitelogénicos se componen del ovocito con
membrana vitelina y plaquetas, granulosa estratificada lisa (Figura 3a) o plegada
(Figura 3b) con extensiones celulares, lamina basal, teca interna vascularizada y
teca externa (Figura 3c). En las células esféricas voluminosas es posible observar
plaquetas vitelinas y depdsitos que podrian corresponder a lipidos (detalle de la
Figura 3b y Figura 3c). A medida que avanza la foliculogénesis, estas células
disminuyen en numero y la cantidad y el tamafio de las plaquetas vitelinas del
ovocito aumentan. La atresia de los foliculos previtelogénicos y vitelogénicos, esta
dada por un colapso generalizado del ovocito, de las capas tecales y de la
granulosa (Figura 4); la muerte celular es evidente en estas Uultimas, con la
fragmentacion y la condensacion del nucleo (Figuras 4a-b). En otras etapas de la
atresia, la teca se hipertrofia y presenta tejido conectivo cicatrizal; la granulosa es
amplia e invade la cavidad folicular (Figura 4c). En los foliculos vitelogénicos
atrésicos se observan remanentes de las plaquetas vitelinas, fagocitadas por las
células foliculares y por células fagociticas de la sangre (Figura 4d). También se
puede observar invasion de la granulosa por los granulocitos y los linfocitos

(Figura 4e).
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Figura 3. Foliculos vitelogénicos. La granulosa se presenta lisa (a) o plegada (doble flecha en b);
se observan las células foliculares cilindricas (flecha vacia) y las esféricas voluminosas con
plaquetas vitelinas (circulo) y lipidos (asterisco), la membrana basal (Mb y cabeza de flecha sélida
en a), la teca interna (Ti y cabeza de flecha vacia), la teca externa (flecha larga), las plaquetas
vitelinas (Y) y la membrana vitelina (flecha sdlida). Cabeza de flecha en c, extensiones celulares
proyectadas desde las células foliculares hacia el ovocito. HE. Reglillas: a) 63 um; b) 91 pm,
detalle 34 pm; c) 28 pm.
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Figura 4. Foliculos atrésicos en diferentes etapas de desarrollo. a) Ovocito colapsado (Ot) y
picnosis de las células foliculares (flecha) de un foliculo previtelogénico atrésico. (b-e) Foliculos
vitelogénicos atrésicos; b) Epitelio folicular plegado (Ef) con células en proceso de caridlisis
(flecha). ¢) Granulosa (Ef) invadiendo la cavidad folicular y teca interna con tejido conectivo
cicatrizal (Tc). d) Plaquetas vitelinas fagocitadas por el epitelio folicular (cabeza de flecha) y por los
macroéfagos (M). e) Foliculo invadido por granulocitos (cabeza de flecha vacia) y linfocitos (cabeza
de flecha sélida); flecha larga, picnosis de célula folicular. HE. Reglillas: a) 28 um; b) 25 um; c) 89

pm; d) 21 pm; e) 31 pm.
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En las hembras prefiadas, post-parto y en recrudescencia (Figura 5; Cuadro 3)
son comunes los cuerpos luteos, en los cuales el arreglo histologico y citolégico
varia segun el momento de su formacién a partir de la ovulacion; en éstos
persisten los extensos plegamientos formados por la granulosa y la teca interna.
Inicialmente, las células luteales derivadas de la granulosa, conforman un epitelio
cilindrico simple, presentan nucleo eucromético en posicion apical y plaguetas
vitelinas en su citoplasma, el cual es palido y granular con espacios que le
confieren un aspecto vacuolado (Figura 5a). Gradualmente, estas células pierden
su forma hasta desintegrarse y se evidencian signos de caridlisis e inclusiones de
color anaranjado en forma de semiluna (Figura 5b). Interpuestos entre las
agrupaciones de las células luteales, se presentan vasos sanguineos inmersos en
tabiques de tejido conectivo PAS (+) derivados de la teca interna, los cuales

finalmente desaparecen.

Figura 5. Cuerpos lateos en diferentes etapas de desarrollo. a) Células luteales (Cl) con plaguetas
(flecha sdlida) y nucleo apical eucromético (flecha vacia). b) Remanente de las células luteales
(cabeza de flecha vacia) e inclusiones en forma de semiluna (cabeza de flecha sélida). HE.
Reglillas: a) 85 um; b) 27 ym.

En cuanto a las propiedades histoquimicas de las diferentes estructuras que
conforman los foliculos ovéricos, la membrana vitelina reacciona positivamente
con PAS o con AB, o con ambas. Esta situacion se da en cualquier momento de la

foliculogénesis, contrario a lo que se observa en la granulosa, cuya reaccion varia
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de acuerdo con el grado de desarrollo folicular; asi, en los foliculos vitelogénicos
avanzados es AB (+), la de los foliculos atrésicos es PAS (+) y en los cuerpos
luteos, las células luteinicas derivadas de la granulosa son PAS (+). En los
foliculos vitelogénicos es muy evidente la membrana basal PAS (+) que sostiene
las células foliculares, mientras que las tecas son AB (+) al igual que en los

cuerpos lateos y en los foliculos atrésicos.

3.2.2 Oviducto anterior. En toda su extension, el oviducto estd formado por tres
capas concéntricas: la epitelial (sostenida por su lamina propia), la muscular y la
adventicia. En el Estado inmadura, los plegamientos epiteliales apenas se
insindan y la lamina propia es muy reducida (Figura 6a; Cuadro 3). En el Estado
en maduracion, el epitelio y la lamina propia subyacente, ahora de mayor grosor y
de aspecto denso, se organizan en proyecciones cortas (Figura 6b; Cuadro 3). En
el Estado madura pre-gestante (Cuadro 3), el oviducto adquiere su maximo
desarrollo, de tal manera que las elongadas proyecciones epiteliales colman la
region luminal. La mayoria de las células de las criptas glandulares poseen nucleo
basal y citoplasma de aspecto vacuolado AB (+) (Figuras 6c-d); las células de la
region media y superficial de las proyecciones presentan un citoplasma apical de
aspecto granular PAS (+)/AB (+), y se encuentran intercaladas con células que no
reaccionan a dicha coloracion (Figura 6d). La lamina propia es prominente y muy
vascularizada, y esta formada por abundantes fibras conectivas. La capa muscular
es delgada y de disposicion circular. La adventicia es de consistencia densa
(grandes haces de colageno) y en ella se encuentran inmersos fibroblastos y fibras
musculares lisas (Figura 6c). Durante todo el desarrollo del oviducto se mantiene
un epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado (Figuras 6a-c), con un alto
contenido de mucopolisacaridos, en especial de mucopolisacaridos &acidos,
revelado por la reaccion positiva con PAS y AB. También se observa material
secretor AB (+) en el lumen del oviducto de individuos inmaduros (Figura 6a),

indicando que la actividad secretora del epitelio se inicia temprano en el desarrollo.
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Figura 6. Seccion transversal del oviducto en los diferentes estados de madurez sexual de P.
magdalenae. a) Hembras inmaduras. b) Hembras en maduracién. ¢) Hembras maduras. Ep,
epitelio pseudoestratificado; M, capa muscular circular; A, adventicia; Lp y flecha sélida corta,
lamina propia; S, material de secrecion en el lumen del oviducto de individuos inmaduros; cabeza
de flecha sélida, haces de colageno en la adventicia, rodeados por fibras musculares longitudinales
(flecha larga); flecha vacia en c), célula secretora de nucleo basal en las criptas glandulares;
cabeza de flecha vacia en d), material de secreciéon AB (+); flecha sdlida en d), material de
secrecion PAS (+); asterisco en d, secrecion AB (+) en el lumen del oviducto de individuos
maduros. Reglillas: a) 90 um; b) 97 um; ¢) 123 um; d) 113 um, detalle 18 pm.
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3.2.3 Glandula oviducal. Este 6rgano esta revestido por un epitelio cilindrico
pseudoestratificado ciliado, sostenido por tejido conectivo areolar. Posee una capa
de musculatura visceral en disposicién circular y una adventicia de tejido conectivo
areolar (Figura 7). En las hembras inmaduras, la superficie epitelial es lisa o se
invagina y forma lamelas cortas (Figuras. 7a-b; Cuadro 3). En las hembras en el
Estado en maduracion, el epitelio forma unidades glandulares poco profundas y

uniformes (Figura 7c; Cuadro 3); se observa material PAS (+)/AB (+) en forma de
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granulos en toda su extension. En las hembras maduras, el epitelio esta
organizado en numerosas lamelas y unidades glandulares profundas, provistas de
células secretoras y de células ciliadas de nucleos basales y apicales,
respectivamente (Figuras 8-9). A medida que progresa la madurez, el epitelio
aumenta de espesor y las capas de tejido conectivo y muscular se mantienen

reducidas (Figura 8; Cuadro 3).

Figura 7. Seccion longitudinal de la glandula oviducal en hembras maduras y en maduracion de P.
magdalenae. En hembras inmaduras con superficie epitelial lisa (a) o formando lamelas cortas (b).
En hembras en maduracién con unidades glandulares poco profundas y lamelas uniformes (c). Ep,
epitelio; M, muscular; A, adventicia; Cg, conducto glandular; L, lamela; flecha, lamina propia. HE.

Reglillas: a) 66 um; b-c) 64 um.
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En los Estados de madurez y actividad reproductiva, la morfologia de las lamelas y
la naturaleza quimica de las unidades glandulares, establecen dos zonas
facilmente distinguibles en la glandula oviducal. Las lamelas de la zona anterior
tienen forma de “T” y con HE, los nucleos celulares muestran basofilia intensa y el
citoplasma es moderadamente eosindfilo (Figura 8; Cuadro 3). En esta misma
zona, con la coloracion PAS/AB, las unidades glandulares préximas al oviducto
son AB (+) (Figura 9a; Cuadro 4) y las proximas a la zona posterior son PAS (-)/AB
(-) en la regién superficial, PAS (+)/AB (+) en su region media y AB (+) en su
region profunda (Figuras 9b,c; Cuadro 4). La secrecién AB confiere a las células
epiteliales un aspecto vacuolado en la region profunda de las unidades
glandulares; mientras que en la region media, ésta se concentra en la parte apical
(Figura 9a). A diferencia de la zona anterior, las lamelas de la zona posterior son
digitiformes y sus células tienen citoplasma de eosinofilia intensa (Figura 8;
Cuadro 3). En esta misma zona, con la coloracion PAS/AB, las células de la

unidades glandulares poseen granulos PAS (+) (Figuras 9d,e; Cuadro 4).
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Figura 8. Seccién longitudinal de la glandula oviducal en hembras maduras de P. magdalenae . ZA,

zona anterior con lamelas (L) en forma de T y células de citoplasma ligeramente eosindfilo. ZP,

zona posterior con lamelas (L) digitiformes y células de citoplasma intensamente eosindfilo. Flecha

solida, células secretoras de nucleo basal; flecha vacia, células sustentaculares ciliadas de nucleo

apical; cabeza de flecha, cilios; M, muscular; asterisco, lamina propia. HE. Reglillas: 131 pm,

detalle 26 pm.
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Figura 9. Histoquimica de la glandula oviducal de P. magdalenae. a-c) Zona anterior; d-e)
posterior. a) Unidades glandulares préximas al oviducto con secreciones AB (+), las cuales
proporcionan a las células de las criptas un aspecto vacuolado (flecha sodlida) pero son
supranucleares en las células de la regién media y superficial (flecha vacia). b-c) Unidades
glandulares proximas a la zona posterior con secreciones mucosas AB (+) en la regién profunda
(Rp) y PAS (+)/AB (+) en la regién media (Rm) y luminal (flecha). d) Secrecion luminal PAS (+) de
la region media de las unidades glandulares en la zona posterior. €) Lamelas de la zona posterior
(L) con granulos PAS (+) moderadamente coloreados hacia la region media (cabeza de flecha).
Reglillas: a) 78 um; b) 77 pm; ¢) 30 um; d) 29 um; e) 89 um.
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Cuadro 4. Histoquimica de la glandula oviducal de P. magdalenae. Se indica la reaccién de las
unidades glandulares que conforman las zonas, a la coloracion PAS/AB. (-) Negativo; (+) Positivo

débil; (++) Positivo moderado; (+++) Positivo intenso.

Niveles de la unidad

Zonas Unidades glandulares PAS AB pH 2.5
glandular
Profundo - ++
Proximas al oviducto Medio - ++
. Superficial - ++
Anterior
o Profundo - ++
Proxm_1as ala zona Medio et .
posterior
Superficial - -
Profundo + -
Posterior Todas Medio ++ -
Superficial - -

3.2.4 Utero. Presenta cuatro arreglos estructurales a lo largo de la madurez
sexual. En el primero, que corresponde al Estado inmadura (Cuadro 3), el epitelio
es cubico a cilindrico simple con células de citoplasma vacuolado y esta
organizado en cortas prolongaciones fungiformes; subyacente al epitelio de las
prolongaciones, la lamina propia se presenta como un tejido mesenquimal
intensamente basofilo debido a la gran concentracion de nucleos (Figura 10a). Por
debajo del epitelio, se empiezan a organizar dos capas de musculatura visceral,
una interna de disposicion circular y otra externa longitudinal, ambas de espesor
reducido; la adventicia corresponde a una envoltura de tejido conectivo areolar
(Figura 10a). En el Estado en maduracion (Cuadro 3), segundo arreglo, las
prolongaciones o trofonemas se elongan, poseen un epitelio cilindrico simple y
una lamina propia vascularizada y con mayor grado de diferenciacion. Las células
epiteliales tienen nucleos basales de gran volumen (ovalados o triangulares) y en
el citoplasma, una vacuola apical (Figura 10b); las capas musculares aumentan de
espesor. En el tercer arreglo, que corresponde a los Estados madura pre-gestante
y en recrudescencia (Cuadro 3), el endometrio se pliega en extensos trofonemas;
éstos estan conformados por un epitelio cilindrico pseudoestratificado, en el cual

se observan capilares procedentes de la [dmina propia, en la que surgen fibras de
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musculatura visceral (Figuras 10c-d). El miometrio se hipertrofia y se dispone en
fasciculos y el perimetrio se organiza en una capa interna amplia de tejido
conectivo laxo y una capa externa de tejido conectivo denso en contacto directo
con la serosa (Figura 10c). En el cuarto arreglo (Cuadro 3), el cual se presenta en
los Estados madura prefiada y madura post-parto, la ldmina propia AB (+) de los
trofonemas conserva los haces longitudinales de musculatura lisa a lado y lado de
un vaso sanguineo central (Figura 11a); este ultimo, se ramifica y forma capilares
de diversos diametros intercalados entre criptas de células cilindricas, formadas
por la invaginacion del epitelio (Figura 11). En las zonas en donde se encuentran
los capilares, el epitelio de los trofonemas se adelgaza y se organiza en una capa
simple de células planas a cubicas (Figuras 11b-d). El citoplasma de las células
glandulares contiene abundantes gotas de lipidos y, en algunas hembras, granulos
de mucopolisacaridos neutros invadiendo completamente la célula o solo en la
region apical (Figuras 11c-d). Sumado a esto, tres de las nueve hembras prefiadas
presentaron linfocitos, granulocitos, macrofagos, células plasmaticas, eritrocitos y

restos de células epiteliales, dispersos en el lumen uterino (Figuras 11a-b).
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Figura 10. Seccion longitudinal (a-b) y transversal (c¢) del Utero en los diferentes estados de
madurez sexual de P. magdalenae. a) En hembras inmaduras con prolongaciones epiteliales
fungiformes (Ep) y lamina propia de aspecto mesenquimal (Lp). b) En hembras en maduracion,
prolongaciones epiteliales mas elongadas con epitelio cilindrico simple (Ep) y lamina propia
vascularizada (asterisco); células epiteliales con vacuola supranuclear (flecha). c-d) En hembras
maduras pre-gestantes y en recrudescencia, con capas musculares hipertrofiadas (Mc, muscular
circular; MI, muscular longitudinal), adventicia interna de tejido conectivo laxo (Al) y adventicia
externa de tejido conectivo denso (flecha); d) trofonema en seccion longitudinal con capilar central
(Cp) embebido en la lamina propia (flecha) y epitelio pseudoestratificado (Ep). HE. Reglillas: a) 90
pm; b) 89 um; ¢) 178 um; d) 47 pum.
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Figura 11. Trofonemas en seccion transversal en hembras prefiadas y post-parto de P.
magdalenae. a, b) Epitelio cilindrico simple formando criptas secretoras (flecha vacia); capilar
central (Cp) y haces de miusculo liso (M) embebidos en la lamina propia (cabeza de flecha);
corchete, leucocitos y restos de células epiteliales en el lumen uterino. HE. ¢, d) Ramificaciones
capilares (C) intercaladas entre las criptas (Cr) y en esas regiones, el epitelio de los trofonemas se
organiza en una capa simple de células planas o cubicas (flecha sélida). d) Material de secrecioén
PAS (+) (flecha vacia); asterisco, presuntas gotas de lipidos en las células de las criptas. PAS.
Reglillas: a) 106 um; b) 79 um; 38 um; d) 29 um.

3.3 Tallas de madurez y de prefiez

La hembra madura mas pequefia midié 13.6 cm AD (Estado madura pre-gestante)
y la hembra inmadura mas grande, 17.8 cm AD (Estado en maduracion). Las
hembras prefiadas presentaron tallas entre 16.0 cm y 41.5 cm AD, siendo esta

Gltima la mayor talla registrada.

Las ojivas de madurez basadas en los estados de madurez establecidos a partir
de todo el tracto reproductivo y de cada estructura por separado, arrojaron el
mismo ADsp (14.4 cm) e intervalos de confianza (1.C. 95% = 13.6 — 15.2; Figura
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12a). La talla mediana de prefiez fue mas alta, siendo estimada en 17.8 cm AD
(I.C. 95% = 16.7 — 18.9; Figura 12b).

Figura 12. Qjivas de madurez (a) y de prefiez (b) de las hembras de P. magdalenae.
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3.4 Relacién de latalla con la fecundidad y las estructuras reproductivas

Los embriones presentaron tallas entre 1.8 y 8.5 cm AD y pesos entre 0.7 y 38.3 g;
todos en estados de desarrollo tardio. Las cuatro crias mas grandes (8.1-8.4 cm
AD) y de mayor peso (35.0 — 38.3 g), fueron encontradas en una hembra de 28 cm
AD, capturada en el mes de agosto. Los ovocitos mas grandes variaron entre 0.49
y 2.44 cm de didmetro y de 0.05 a 2.0 g en peso. Las hembras prefiadas
presentaron foliculos vitelogénicos de varios tamafios (mayores diametros entre
0.9 y 2.0 cm). La fecundidad uterina (F) vario entre uno y 10 embriones (Media =
2.9; Mediana = 2), y present6 una relacion positiva con la talla materna (F = -5.99
+ 0.36*AD; r* = 0.89, P = 0.0001; Figura 13).

Figura 13. Relacién entre la talla materna y el nimero de embriones de P. magdalenae.
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Las curvas logisticas entre el AD de las hembras y el ancho de los érganos
reproductivos del lado izquierdo (Figura 14), indicaron un punto de inflexién similar
entre las generadas con el oviducto anterior (23.7 cm, 95% IC = 21.4 — 26.0), la
glandula oviducal (23.8 cm, 95% IC = 21.4 — 26.1) y el Gtero (22.4 cm, 95% IC =
20.8 — 24.0). El punto de inflexién de la relacion AD vs ancho del ovario fue
ligeramente menor (19.8 cm, 95% IC = 18.8 — 20.8; Figura 14).
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Figura 14. Relacion entre el ancho del disco (AD) y el ancho de los 6rganos reproductivos del lado izquierdo de las hembras de P.

magdalenae.
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4. DISCUSION

El tracto reproductivo de P. magdalenae es funcional en su totalidad, como fue
descrito por Teshima & Takeshita (1992). Sin embargo, el ovario derecho siempre
se presenté muy reducido con relacién al ovario izquierdo y aunque en algunas
hembras maduras contenia unos pocos foliculos yemados, éstos no superaron los
0.5 cm de didmetro; tamafio mayor al encontrado en Urobatis halleri (Babel, 1967).
Por el contrario, los foliculos del ovario izquierdo alcanzaron diametros hasta de
2.4 cm. Sumado a esto, se observaron cuerpos luteos en cortes histolégicos de
ambos ovarios. De acuerdo con Hamlett & Koob (1999) y Lutton et al. (2005), los
elasmobranquios pueden presentar uno o dos ovarios, independientemente del
modo de reproduccion; en la ultima situacion, éstos pueden ser ambos funcionales
o uno funcional y otro rudimentario. En la mayoria de los potamotrigbnidos
estudiados, al igual que en U. jamaicensis, el ovario derecho se encuentra
atrofiado y la produccion de foliculos esta dada solo por el ovario izquierdo como
es el caso de Potamotrygon motoro (Castex, 1963; Thorson et al., 1983;
Achenbach & Achenbach, 1976; Charvet-Almeida et al., 2005), Potamotrygon
constellata (Thorson et al., 1983), Potamotrygon orbignyi y Paratrygon aiereba
(Lasso & Lasso-Alcala, 1996; Charvet-Almeida et al., 2005), Potamotrygon sp.
(Aradjo, 1998), Potamotrygon brachyura (Achenbach & Achenbach, 1976),
Plesiotrygon iwamae (Charvet-Almeida, 2001; Charvet-Almeida et al., 2005),
Potamotrygon schroederi, Potamotrygon scobina y Potamotrygon sp. C (Charvet-
Almeida et al., 2005). En otros trabajos con Paratrygon aiereba y Potamotrygon
motoro (Charvet-Almeida, 2006; Almeida, 2008), el ovario derecho de estas
especies puede también presentar foliculos, como se encontr6 en P. magdalenae;
aunque Teshima & Takeshita (1992) solo mencionan que éste es funcional. Por
otra parte, Lutton et al. (2005) suponen que el desarrollo de pequefios foliculos en

el ovario derecho se hace para la produccion de esteroides.
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El ovario de P. magdalenae concuerda con el tipo externo, definido por Pratt
(1988), de acuerdo con su asociacion con el 6rgano epigonal. Similar a éste, el
ovario de P. constellata posee tres grupos de ovocitos clasificados por tamafio, lo
cual, probablemente, corresponde a tres reproducciones sucesivas (Thorson et al.,
1983). El ovario izquierdo de algunas hembras maduras de P. magdalenae, sobre
todo el de aquellas que se han reproducido al menos una vez, también presento
grupos de ovocitos por tamafio, pero en este caso entre dos y cinco. El foliculo
ovarico de mayor diametro registrado fue de 2.4 cm, similar al encontrado por
Teshima & Takeshita (1992) para esta misma especie (2.5 cm); de acuerdo con

estos autores, ese es el tamafio aproximado de ovulacion.

La estructura microscopica del ovario de P. magdalenae es similar a la descrita
por Teshima & Takeshita (1992); no obstante, estos autores observaron uno o dos
estratos en el epitelio germinal y la formacién de células foliculares cilindricas y
agrandadas en foliculos entre 0.8 y 1.0 cm de diametro. En el presente trabajo, se
observo solo un estrato en el epitelio germinal y un epitelio folicular con células
agrandadas a partir de foliculos mas pequefios. Por otra parte, a diferencia de
otros batoideos como S. acuta (Diaz-Andrade et al., 2009), S. bonapartii (Diaz-
Andrade et al., 2011) y Raja asterias (Barone et al., 2007), el epitelio germinal de
P. magdalenae no es ciliado. Segun Diaz-Andrade et al. (2011), estas estructuras
podrian facilitar el traslado del ovocito desde el ovario hasta el ostium; en el caso
de P. magdalenae, este paso, seguramente, solo esta dado por la accion ciliar de

los ostia.

La presencia de ovogonias en el ovario de individuos recién nacidos y juveniles ya
ha sido observada en otras especies de rayas como en Torpedo marmorata
(Prisco et al., 2001), S. acuta (Diaz-Andrade et al., 2009) y S. bonapartii (Diaz-
Andrade et al., 2011). En T. marmorata, las células germinales de los embriones
se componen soélo de grupos de ovogonias. Sin embargo, en los recién nacidos,

éstas comienzan a disminuir mientras aumenta el nUmero de foliculos; se
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considera probable que en P. magdalenae se dé la misma situacién, lo cual hace
suponer que la fase proliferativa de la ovogénesis concluye en los neonatos y por

lo tanto, el nUmero de ovulaciones es limitado.

En los foliculos ovéricos de muchos elasmobranquios es posible encontrar varios
tipos de células, haciendo parte del epitelio folicular: pequefias (cubicas o
cilindricas), grandes (globosas y piriformes) e intermedias (Babel, 1967,
Chatchavalvanich & Visuttipat, 1997; Hamlett et al., 1998, 1999a; Prisco et al.,
2001, 2002a, 2007; Lutton et al., 2005; Barone et al., 2007; Grijalba-Bendeck et
al., 2008; Diaz-Andrade et al.,, 2009, 2011). Las dos Uultimas surgen por
diferenciacion de las células pequefias, en un momento determinado de la
foliculogénesis y disminuyen en numero cerca a la ovulacion (Babel, 1967; Hamlett
et al., 1999a; Prisco et al., 2002a, 2007; Lutton et al., 2005). En P. magdalenae, al
igual que en U. halleri (Babel, 1967), las células globosas presentan granulos de
vitelo; como en U. jamaicensis (Hamlett et al., 1999a), espacios en el citoplasma a
manera de lipidos y vesiculas apicales en las células cilindricas, y como en S.
acuta (Diaz-Andrade et al., 2009) y S. bonapartii (Diaz-Andrade et al., 2011), el
citoplasma de las células foliculares contiene vesiculas PAS (+)/AB (+). Tsang &
Callard (1983) consideraron que, posiblemente, las inclusiones en las células de la
granulosa son precursores para la sintesis de esteroides y/o precursores de
granulos de vitelo. Prisco et al. (2002a, 2007) encontraron que las células de la
granulosa contribuyen al crecimiento del ovocito en T. marmorata, transfiriéndole
glucégeno, lipidos vy vitelogenina, principalmente durante la vitelogénesis.
Adicionalmente, las células foliculares de los elasmobranquios presentan
extensiones que permiten el transporte de dichos materiales al ovocito (Lutton et
al., 2005); por ejemplo, Prisco et al. (2002b, 2007), Barone et al. (2007) y Diaz-
Andrade et al. (2009, 2011) observaron crestas intercelulares en las células
piriformes, las cuales se forman por la fusién de la membrana plasmatica de la
célula folicular y el ovocito. Hamlett et al. (1999a) describieron la formacién de

extensiones celulares con transosomas en las células foliculares pequenfas, las
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cuales atraviesan la zona pelucida y presionan el ovocito; el extremo o transosoma
se expande y esta conformado por dos membranas, la del ovocito y el plasmalema
de la célula folicular. P. magdalenae también presenta extensiones celulares; sin
embargo, no fue posible determinar de qué tipo. La transferencia de materiales
también ha sido observada en otros vertebrados como en algunas aves y reptiles
escamados, al igual que las extensiones celulares (Press, 1964; Rahil & Narbaitz,
1973; Motta et al., 1995; De Caro et al., 1998). Andreuccetti et al. (1999) y Prisco
et al. (2007) mencionan que esto parece ser una caracteristica ventajosa en
especies con ovocitos provistos casi en su totalidad de vitelo y un pequefio disco

germinativo (telolecitos), como es el caso de los elasmobranquios (Wyffels, 2009).

En los elasmobranquios, ademas de la capa granulosa, la teca también presenta
cambios durante la foliculogénesis (Lutton et al.,, 2005), adquiriendo asi
gradualmente las propiedades endocrinas y de sostén. Inicialmente, en P.
magdalenae, la teca esta integrada por una capa de células planas y luego, por
una capa interna de células cubicas secretoras y una externa de células
aplanadas de soporte. En T. marmorata la capa interna se compone de células
aplanadas, mientras que la externa de células cubicas (Prisco et al., 2002a, 2007).
En los foliculos primarios del ovario de S. bonapartii, ambas capas estan
conformadas por células planas pero la interna presenta células de ndcleo
eucromatico y citoplasma eosindfilo, mientras que la externa tiene células de
nacleo heterocromatico y citoplasma ligeramente baséfilo; en los foliculos
preovulatorios, la teca interna es estratificada y la externa es inconspicua (Diaz-
Andrade et al., 2011). En U. jamaicensis solo se presenta una capa tecal (Hamlett
et al., 1999a).

En P. magdalenae, algunos foliculos vitelogénicos presentan un epitelio folicular
plegado, tal como en U. jamaicensis y U. halleri (Hamlett et al., 1999a; Babel,

1967). De acuerdo con Hamlett & Koob (1999) y Prisco et al. (2002b), estos
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plegamientos proporcionan una mayor superficie para el transporte de precursores

de vitelo al ovocito, durante el periodo de crecimiento.

Con relacién a los cromosomas en cepillo, en P. magdalenae éstos son faciimente
visibles en los foliculos primordiales, como ocurre en S. bonapartii (Diaz-Andrade
et al., 2011), y en los foliculos previtelogénicos, como en R. asterias (Barone et al.,
2007). Su formacion sefiala la intensa actividad biosintética de los precursores
vitelogénicos (Gilbert, 2005).

El organo epigonal es un tejido linfomieloide asociado con el ovario en los
elasmobranquios y del cual no se conoce su funcion con exactitud (Lutton et al.,
2005). Se ha considerado la posibilidad de que sus células actien como filtradoras
del material antigénico que pudiera llegar al ovario via aorta dorsal-arterias
genitales (Lutton et al., 2005). Adicionalmente, se han observado leucocitos en la
teca, en la granulosa y/o en el epitelio germinal de los foliculos ovaricos de varias
especies y se ha demostrado que la progesterona y la testosterona inducen la
apoptosis de los leucocitos y que el 6rgano epigonal puede inhibir algunos
procesos reproductivos (Lutton et al., 2005). Por lo tanto, es probable, que ovario-
organo epigonal actien como un sistema de retroalimentacion bidireccional, en el
gue se regula la produccion de esteroides sexuales o que el 6rgano epigonal sea
capaz de modular la funcion reproductiva al inducir e inhibir la produccion de
esteroides (Lutton et al., 2005). Sin embargo, la presencia de macrofagos
haciendo fagocitosis de plaquetas vitelinas, asi como de granulocitos y linfocitos
en los foliculos atrésicos de P. magdalenae, sugiere que las células epigonales

intervienen en la eliminacion de restos de células y de materiales foliculares.

El arreglo histologico del oviducto de P. magdalenae es similar al observado tanto
en especies de rayas oviparas, por ejemplo S. acuta (Galindez & Estecondo,
2008) y Rioraja agassizi (Colonello, 2009), como en viviparas aplacentadas, por

ejemplo Dasyatis bleekeri (Chatchavalvanich & Visuttipat, 1997), N. bancroftti, R.
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percellens, U. venezuelae y D. guttata (Acero et al., 2008). Sin embargo, difiere
con S. acuta, R. percellens y D. bleekeri en que en éstas el epitelio del oviducto es
cilindrico simple y en P. magdalenae es cilindrico pseudoestratificado. Ademas, en
S. acuta la orientacién de las fibras de la pared muscular es longitudinal y en D.
bleekeri y R. agassizi se presenta en dos orientaciones, circular interna y
longitudinal externa. El oviducto de P. magdalenae no posee una capa muscular
longitudinal externa, pero la adventicia estd conformada por fibras musculares
lisas en disposicion longitudinal y fibroblastos rodeando grandes haces de
colageno, caracteristica que no es descrita en ninguna de las anteriores especies.
S. acuta y P. magdalenae evidencian la misma composicion quimica del epitelio,
excepto que en la primera, el citoplasma perinuclear de dichas células presenta
vesiculas PAS (+) y en P. magdalenae dichas vesiculas s6lo son supranucleares.
Para las otras especies no existe informacion con respecto a la reaccion
histoquimica, aunque Chatchavalvanich & Visuttipat (1997) encontraron
carbohidratos en la secrecion luminal del oviducto de D. bleekeri. Con relacion a la
actividad secretora del oviducto de individuos inmaduros, ésta tal vez se da como
resultado del proceso de diferenciacion celular, dado que el epitelio en este Estado
aun no presenta un caracter glandular. No obstante, no se tiene informacion que

contribuya al entendimiento de esta situacion.

La morfologia externa de la glandula oviducal de P. magdalenae y el tamafio con
relacion al resto del tracto reproductivo, es tal y como se ha descrito para algunas
especies viviparas; pequefia y en forma de barril, como en S. acanthias y U.
jamaicensis (Hamlett et al., 1998); en otras como U. rogersi, adopta forma de
campana (Mejia-Falla et al., 2012). En las especies oviparas es grande y refleja la
forma de la capsula (Hamlett & Koob, 1999). Existen pocos trabajos relacionados
con la glandula oviducal de las rayas de agua dulce. En P. constellata y P. motoro
se presenta como un engrosamiento del oviducto, conformada por glandulas
dispuestas radialmente alrededor de una cavidad central (Thorson et al., 1983);

dicha descripcion es comun a la de todos los elasmobranquios, incluida P.
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magdalenae. Babel (1967) menciona que en U. halleri, la glandula oviducal
presenta una region anterior de color piel mientras que la posterior es de color
crema, situacion que es similar a la encontrada en P. magdalenae; este autor,
identifica dichas zonas como “la secretora de albumina”, la cual seria el
equivalente a las zonas club y papillary, y “la secretora de la cascara” o zona baffle
con pérdida de funcién. En concordancia con la forma y posicién de las lamelas y
con las designaciones propuestas por Hamlett et al. (1999b), las zonas anterior y
posterior de la glandula oviducal en P. magdalenae podrian corresponder a las
zonas secretoras de las capas de gelatina club y papillary, respectivamente. La
estructura caracteristica de la zona baffle, la cual es muy conservada en los
elasmobranquios en que se presenta (Hamlett et al., 1998, 2005a), y la de la zona
terminal no fueron observadas. En U. jamaicensis (Hamlett et al., 1998), otra
especie con viviparidad histotrofica, se presentan secreciones de mucus Yy
gelatina, pero no una zona baffle propiamente dicha. Thorson et al. (1983)
mencionan que en P. constellata no se observaron membranas rodeando los
embriones en ninguna de las etapas del desarrollo y es de esperar que en P.
magdalenae solo se produzcan las envolturas de gelatina. No obstante, es
necesario realizar observaciones en embriones en los primeros estados de
desarrollo, ya que todos los ejemplares colectados se encontraban en estados
tardios, y es en los estados tempranos de las especies viviparas histotroficas en
los que permanecen dichas envolturas (Wyffels, 2009). La ausencia de zona
terminal en la glandula oviducal de P. magdalenae es consistente con su modo de
reproduccién, ya que los embriones completan su desarrollo en el Gtero (Wyffels,
2009) y por lo tanto, sus envolturas no requieren de filamentos de adherencia a
substratos. Adicionalmente, el almacenamiento de espermatozoides es comun en
especies que viven en ambientes con bajas temperaturas, o en especies donde
machos y hembras no coexisten (Moura et al., 2011); rasgos que no presentan los
potamotrigdnidos al estar restringidos a las cuencas del tropico y carecer de

segregacion sexual al tener una proporcién sexual poblacional que tiende a ser
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1:1, con algunas excepciones en las que las hembras superan en niumero a los

machos (Rosa et al., 2010).

La glandula oviducal de los condrictios, incluida P. magdalenae, se compone
basicamente de dos tipos de células, las sustentaculares ciliadas de nucleo apical
y las secretoras de ndcleo basal (Hamlett et al.,, 1998, 2002; Galindez &
Estecondo, 2008; Galindez et al., 2010; Serra-Pereira et al., 2011; Moura et al.,
2011); éstas se disponen de manera intercalada en todas las zonas, aunque la
cantidad de una u otra puede variar. El material producido también varia entre y
dentro de las zonas, entre especies y durante el proceso de gestacion (Hamlet et
al., 2005a). En los elasmobranquios en los cuales se ha revisado la composicion
histoquimica de la glandula oviducal, se ha encontrado que las zonas club y
papillary solo secretan mucopolisacaridos. En los batoideos oviparos S. acuta
(Galindez & Estecondo, 2008), S. bonapartii (Galindez et al., 2010) y R. clavata
(Serra-Pereira et al., 2011), estas zonas producen tanto mucinas acidas como
neutras; mientras que en el batoideo con viviparidad histotréfica D. bleekeri
(Chatchavalvanich & Vissutipat, 1997) toda la glandula, cuya estructura es
uniforme, produce solo mucopolisacaridos neutros. En P. magdalenae, la zona
anterior (club) secreta mucopolisacaridos acidos y neutros, y la zona posterior
(papillary), solo granulos de mucopolisacaridos neutros. Koob & Straus (1998) y
Hamlett et al. (1998) sugieren que las capas de gelatina funcionan como soporte
hidrodindmico para el embridon, como material de adhesion y lubricante durante la

encapsulacion.

La actividad secretora de la glandula oviducal de P. magdalenae es muy
conservada; es decir, no se observd una relacion diferencial entre las hembras
gravidas y las ingravidas. Incluso, en presencia de embriones completamente
desarrollados, el lumen de las unidades glandulares presenté material secretor.
Teniendo en cuenta que en estas hembras algunos foliculos yemados eran de

gran didmetro, posiblemente dicha secrecion esta destinada a una préxima
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ovulacion. Moura et al. (2011) observaron una situacién similar en el tiburén
viviparo aplacentado Centroscymnus coelolepis y concluyeron que el material
residual secretado después de la prefiez, podria ser usado para lubricacion del

oviducto y para mantener el fluido uterino.

Con respecto a los uteros, se ha observado que en todos los potamotrigénidos
ambos son funcionales como ocurre en P. magdalenae; sin embargo, en otras
especies de rayas soOlo uno de los dos es funcional, por ejemplo en D. longa
(Villavicencio-Garayzar et al., 1994; Lépez, 2009), Dasyatis sabina (Snelson et al.,
1988), Dasyatis sayi (Snelson et al., 1989) y U. lobatus (White et al., 2001). Como
un rasgo particular, en la mayoria de las hembras de P. magdalenae en el Estado
madura pre-gestante, el Utero izquierdo se presenta mucho mas grande que el
derecho y en las hembras prefiadas, alojaba mas embriones cuando eran varios o
al anico, cuando estaba presente solo un embrién. Algo similar se observé en U.
halleri (Babel, 1967) y en U. rogersi (Mejia-Falla et al., 2012); en ambos casos, las
hembras mas pequefas tenian un solo embrion y éste se alojaba en el utero
izquierdo. Al incrementarse la edad y el tamafio de la madre, aumenta el nUmero
de crias y, es en esa condicion, que el Gtero derecho comienza a ser funcional,
aunque aloja embriones en menor o igual nimero que el izquierdo. Babel (1967)
concluyo que el atero derecho se desarrolla mas lentamente y se usa menos que
el izquierdo debido, en parte, a que la ruta entre el ovario funcional (izquierdo) y el
ostium derecho presenta mas obstaculos que hacia el ostium izquierdo. En U.
lobatus (White et al., 2001), también el Utero izquierdo es de mayor tamafio y la
asimetria comienza a observarse antes de alcanzar la madurez; sin embargo, a
diferencia de P. magdalenae y como se menciond anteriormente, el derecho

nunca llega a ser funcional.

La estructura microscoépica de los trofonemas de P. magdalenae es similar a la
descrita en otras especies como Pteroplatea (= Gymnura) micrura (Wood-Mason &
Alcock, 1891), U. halleri (Babel, 1967), D. americana (Hamlett et al., 1996) y D.
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bleekeri (Chatchavalvanich & Visuttipat, 1997). Segun Amesbury (1997) y Hamlett
et al. (1996, 2005b), dicha estructura, y por lo tanto la cantidad de histotrofo
producido, el contenido de nutrientes y la distancia de difusion para el intercambio
de oxigeno entre la madre y la(s) cria(s), varian durante la gestacion. En D.
americana por ejemplo, durante la gestacion temprana, la vascularizacion de los
trofonemas es moderada y los vasos sanguineos periféricos estan cubiertos por
un epitelio cubico simple; en la gestacion tardia el didmetro de los capilares
aumenta y el epitelio pasa a ser plano simple (Hamlett et al., 1996). En P.
magdalenae por el contrario, es posible encontrar epitelios cubicos sobre los
capilares de hembras con gestacion tardia. Incluso, las hembras maduras
ingravidas también presentaron abundante vascularizacion y capilares de gran
diametro. Con relacion a la variacion en el contenido de nutrientes, se observo que
las hembras de P. magdalenae con los embriones de mayor desarrollo,
presentaron granulos de mucopolisacaridos neutros en las células del epitelio
uterino, lo cual hace suponer que la produccion de estos carbohidratos se da
finalizando el periodo de gestacion, lo cual podria proporcionarle a los neonatos
una reserva energética importante antes de capturar alimentos del medio. Sin
embargo, el nivel al cual fue seccionada la muestra pudo afectar los resultados. En
cuanto a ésto, Hamlett et al. (1996) observaron que en D. americana no todos los
trofonemas producen secreciones a la vez, por lo cual concluyeron que mientras
unos trofonemas estan activos, otros se encuentran inactivos. En P. magdalenae,
las células epiteliales de todas las hembras gestantes presentaron gotas de
lipidos, lo cual sugiere que estos compuestos posiblemente se secretan durante

toda la prefiez o por lo menos, durante todo el desarrollo embrionario tardio.

Ranzi (1934) establecié que los leucocitos desintegran las células epiteliales de
los trofonemas y después de este proceso comienzan las secreciones uterinas.
Sin embargo, Hamlett & Koob (1999), indicaron que esta situacion nunca fue
observada en D. americana ni en Rhinoptera bonasus y que lo planteado por

Ranzi (1934) pudo deberse a un artefacto de la fijaciébn o a una interpretacion
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errénea de los resultados. No obstante, la observacion en P. magdalenae de
abundantes células sanguineas y restos de células epiteliales en el lumen uterino
de algunas hembras, sugiere que en este caso también los leucocitos pueden
afectar la estructura del epitelio.

Debido a que los drganos reproductivos del lado izquierdo difieren
significativamente en tamafo, con respecto a los del lado derecho, muy
posiblemente estos presentan una mayor actividad y contribucion al éxito
reproductivo. Generalmente, el tracto reproductivo de las hembras de peces
cartilaginosos presenta variaciones marcadas con respecto a la distribucion y

desarrollo del mismo (Worms 1977).

Teshima & Takeshita (1992) reportan para P. magdalenae del departamento de
Bolivar (Colombia) una madurez sexual entre 17 y 21 cm AD (47.6% del AD
maximo); este resultado obedecio a que las hembras de 15 cm AD presentaron
foliculos ovaricos diminutos y uteros como filamentos, mientras que las de 17 y 21
cm contenian ovocitos proximos a la ovulacion (2.5 cm de diametro) y embriones
en el dtero, respectivamente. En este trabajo, la mayoria de las hembras a partir
de 13.6 cm AD, tenian estructuras bien desarrolladas y otras, de 16 cm AD en
adelante, presentaron crias, llevando esto a que la especie presentara una talla
mediana de madurez sexual de 14.4 cm AD (32.8% del AD maximo); este
porcentaje también es menor que el encontrado en otras especies de la familia
Potamotrygonidae (Tabla 1). En cuanto a la diferencia entre la talla mediana de
madurez sexual y la talla mediana de prefiez (17.8 cm AD), es posible que el
namero de hembras prefiadas colectadas influyera en estos resultados; sin
embargo, Walker (2005) menciona que en algunos condrictios dicho periodo
puede demorar un afio 0 menos y en otros hasta varios afios, dependiendo del
ciclo ovarico y reproductivo de cada especie. Por ejemplo, en la raya espinosa U.

rogersi, el ADsp de madurez (11.8 a 12.3 cm) y de prefiez (12.5 cm) son similares,
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debido a que esta especie presenta un ciclo reproductivo corto (Mejia-Falla et al.,
2012).

Teniendo en cuenta que a partir de las ojivas de madurez, realizadas con base en
todo el tracto reproductivo y con cada estructura por separado, se obtuvo el mismo
ADs, la condicion de desarrollo de cualquier érgano del tracto reproductivo puede
tomarse como referencia al momento de determinar la madurez sexual de las
hembras de P. magdalenae, pues se presenta sincronia en la organogénesis. Aun
asi, se recomienda que la madurez sexual sea establecida considerando todas las
estructuras en conjunto o, en ausencia de ovarios por descomposicion, se puede
recurrir a caracteristicas como la consistencia y la coloracion de la glandula

oviducal.

De las nueve hembras prefiadas, las que alojaban un solo embridn presentaron un
ancho de disco entre 16 y 20.5 cm; a partir de esta ultima talla el namero de
embriones aument6 (Figura 13), situacion que es consistente con el incremento
drastico en el ancho de los érganos reproductivos del lado izquierdo (Figura 14).
Esto ha sido observado en otras especies de rayas como Urobatis halleri (Babel,
1967), Urotrygon chilensis (Rubio, 2009) y Urotrygon rogersi (Mejia-Falla et al.,
2012); los ultimos autores plantean que estas caracteristicas influyen en el
desarrollo adecuado de los embriones. La fecundidad uterina promedio (2.9) fue
similar a la encontrada en Plesiotrygon iwamae (2), Paratrygon aiereba (2),
Potamotrygon orbignyi (2), Potamotrygon schroederi (2) y Potamotrygon sp. C
(Charvet-Almeida et al., 2005; Tabla 2). Teshima & Takeshita (1992) registraron
para P. magdalenae una fecundidad de dos embriones por hembra; sin embargo,
de las 44 hembras que colectaron sélo dos, con 21 y 24 cm AD, se encontraban
prefiadas. Estos autores encontraron individuos con sacos vitelinos vacios y muy
reducidos entre 8.5y 9.7 cm AD; no obstante, el ejemplar mas pequefio sin saco
vitelino fue de 8.0 cm AD, por lo cual concluyeron que los embriones nacen antes

de alcanzar los 10 cm AD. Estos resultados son similares a los encontrados en el
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presente trabajo, ya que el embrion més grande y con escaso vitelo fue de 8.5 cm

AD; mientras que el individuo mas pequefio sin saco vitelino fue de 8.0 cm AD.
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5. CONCLUSIONES

Las descripciones del tracto digestivo de las hembras de P. magdalenae
permitieron establecer seis estados de madurez sexual: Inmadura, En maduracion,
Madura pre-gestante, Madura prefiada, Madura post-parto y Madura en
recrudescencia. Aparentemente, la especie presenta un ciclo reproductivo
continuo, puesto que hay crecimiento folicular durante la gestacion. El tracto
reproductivo es funcional en su totalidad; no obstante, los 6rganos del lado
izquierdo, posiblemente, presentan una mayor contribucién al éxito reproductivo,
ya que son significativamente de mayor tamafio que los del lado derecho.
Ademas, la produccion de ovocitos viables por parte del ovario derecho es
ocasional. Al parecer, el 6rgano epigonal participa en la degradacién de los
componentes de los foliculos atrésicos. La glandula oviducal presenta solo dos
zonas, probablemente las productoras de las capas de gelatina que rodean al
embrién. Con relacion a otros potamotrigonidos, P. magdalenae alcanza la
madurez sexual temprano en el desarrollo; sin embargo, la primera prefiez parece
ser retardada. La fecundidad uterina promedio fue baja, dependiente de la talla
materna, y se relaciondé con el aumento drastico en el tamafio de los 6rganos

reproductivos del lado izquierdo.
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